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soluble sur la biodisponibilité des époxy-éicosanoïdes dans les muscles 
lisses du poumon humain. 
Par Farid Yannick Senouvo 
Département de Physiologie et de Biophysique 
Résumé 
Les poumons soumis à des stimulations immuno-inflammatoires fréquentes peuvent 
développer une hyperréactivité et se retrouvent souvent en broncho-constriction sévère et 
éventuellement morbide, ce qui justifie l'étude des mécanismes moléculaires sous-jacents à la 
mise en place de cette augmentation de réactivité aux stimuli pharmacologiques. 
L'hyperréactivité induite peut être inhibée par l'action d'eicosanoides comme le 14,15-EET, un 
dérivé mono-époxydé produit par les cytochromes P450 époxygénases à partir de l'acide 
arachidonique, un acide gras de type oméga 6 (u>6). D'autres acides gras poly-insaturés (PUFA) 
de type oméga 3 (u>3) peuvent également être époxydés par cette enzyme. Les PUFA sont 
produits par l'activation de la PLA2 par les médiateurs de l'inflammation. La bio-disponibilité des 
EET endogènes est limitée à cause de leur dégradation rapide en dérivés di-hydroxylés (DHET) 
par l'époxyde hydrolase soluble (sEH), qui est une enzyme impliquée dans l'étape clé du 
métabolisme des EET. Le but du projet est d'évaluer les changements physiologiques des 
muscles lisses bronchiques et artériels suite à l'inhibition de la sEH. Plusieurs études récentes 
ont démontrées une hausse d'expression de la sEH dans des modèles murins et humains 
d'hyperréactivité pulmonaire induite. Les objectifs de recherche sont de 1) Déterminer, par des 
études fonctionnelles, si les EET peuvent interagir avec le récepteur au thromboxane A& 2) 
Tester l'effet des traitements avec des inhibiteurs de sEH sur la réactivité bronchique et enfin 3) 
Tester l'efficacité de nouveaux inhibiteurs de sEH développés récemment. Les résultats obtenus 
montrent qu'il y a une différence de sensibilité et de réactivité au 14, 15-EET, des tissus des 
voies respiratoires en fonction de l'espèce de mammifères. Les données démontrent que, dans 
les tissus humains et murins, le 14, 15-EET était capable d'interagir avec le récepteur au 
thromboxane A2. De ce fait, il prévient partiellement la tension induite par l'activation des 
récepteurs thromboxane-prostanoïdes (TP). Il a également été démontré que l'inhibition 
chronique de la sEH, dans les bronches humaines, permettait de réduire la réactivité au U-
46619, un analogue du thromboxane A2 tandis que l'inhibition des cytochromes P450 
époxygénases augmentait cette réactivité. Les bronches humaines possèdent des activités 
contractiles spontanées. Ces spasmes bronchiques étaient totalement inhibés lors de l'ajout 
exogène de 14, 15-EET. Les résultats obtenus avec l'AR 9273-08, un nouvel inhibiteur de sEH, 
montrent une absence d'influence sur le tonus de base des muscles lisses artériels ainsi que sur 
le tonus actif induit par la sérotonine dans les artères pulmonaires. Les traitements des artères 
pulmonaires avec ce nouvel inhibiteur ont également permis d'amplifier la relaxation induite 
par le 17, 18-époxy-éicosatétraénoïque (17, 18-EpETE). Enfin, un traitement prolongé des 
artères pulmonaires avec le nouvel inhibiteur de sEH induit une diminution de la sensibilité des 
fibres musculaires artérielles au Ca2+ libre intracellulaire. L'inhibition de la sEH constitue donc 
une intéressante voie de traitement contre l'inflammation pulmonaire 
Mots-clés : asthme, bronches, artères pulmonaires, cellule musculaire lisse. 
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1) INTRODUCTION 
a. Physiologie pulmonaire 
La fonction des poumons est l'apport d'air à l'organisme suite à l'oxygénation et la 
décarboxygénation du sang se trouvant dans la circulation pulmonaire. L'échange de 
CO2 et d'C>2 se passe à l'interface entre les capillaires pulmonaires limités par les 
cellules endothéliales et les alvéoles bordés par les pneumocytes. 
Le système respiratoire est composé de deux zones principales: la zone de conduction 
et la zone d'échange. La zone de conduction comprend les conduits respiratoires 
rigides acheminant l'air dans les poumons : le nez, les cavités nasales, le larynx, la 
trachée, les bronches et leurs ramifications. La zone d'échange comprend les structures 
microscopiques comme les conduits alvéolaires et les alvéoles. Cet ensemble constitue 
le siège des échanges gazeux entre l'air alvéolaire et les hématies circulants dans les 
capillaires sanguins. (Marieb E. 3ème édition) 
i. La trachée et ses ramifications 
La trachée est l'organe le plus flexible du cou. Il s'étend du larynx au médiastin (Figure 
1). Sa paroi est composée de l'intérieur vers l'extérieur d'une muqueuse, d'une sous-
muqueuse, d'anneaux de cartilage hyalin et de l'adventice. Entre l'œsophage et le dos 
de la trachée, on retrouve une couche de muscles lisses trachéaux attachés aux 
anneaux de cartilage et qui permettent le rétrécissement du diamètre du conduit 
trachéal. La muqueuse, formée d'un épithélium pseudostratifié, contient des cellules 
ciliées et des cellules caliciformes sécrétant du mucus. La sous-muqueuse est 
majoritairement formée de tissu conjonctif. L'adventice est la couche la plus externe de 
la trachée. Elle est aussi constituée de tissu conjonctif dans lequel on retrouve les 
vaisseaux sanguins et les nerfs de la trachée. (Marieb E. 3ème édition) 
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Figure 1 : Anatomie des voies respiratoires normales (modifié de Principes d'Anatomie et de 
Physiologie Tortora G et Grabowski S. R.CEC) 
La trachée se ramifie en bronches principales qui pénètrent dans les poumons. Celles-ci 
vont se subdiviser en bronches lobaires et en bronches segmentates puis en 
bronchioles terminales et en bronchioles alvéolaires. Ces structures bronchiques 
représentent la séparation entre la zone de conduction et la zone d'échange constituée 
des alvéoles. 
La composition histologique des parois des bronches principales change de celle de la 
trachée au fil des subdivisions. Les anneaux de cartilage de la trachée se font de plus en 
plus minces dans les bronches et disparaissent dans les bronchioles. L'épithélium de la 
muqueuse change d'une organisation pseudo-stratifiée à une organisation cuboïde 
dans les bronchioles terminales. On n'y retrouve plus de cellules caliciformes ni de 
cellules ciliées, cependant des macrophages résident dans les parois alvéolaires. Il y a 
également une plus grande population de cellules musculaires lisses. 
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Deux types de circulations apportent le sang aux poumons : la circulation pulmonaire et 
la circulation bronchique. La circulation pulmonaire véhicule le sang veineux de la 
circulation systémique dans les artères pulmonaires qui se ramifient en capillaires 
pulmonaires et qui recouvrent les alvéoles formant ainsi la barrière air-sang qui 
permettra au sang de se ré-oxygéner. Le sang est retourné dans le cœur par les veines 
pulmonaires. La circulation bronchique est formée par une ramification de l'aorte qui 
envoie le sang oxygéné dans la circulation systémique. Le sang est transporté dans les 
poumons par les artères bronchiques. 
Les poumons sont innervés par les neurofibres motrices parasympathiques causant la 
constriction est muscles lisses des voies respiratoires, ainsi que par les neurofibres du 
système sympathique responsable de la dilatation des conduits aériens (Marieb E. 3ème 
édition). 
ii. Artères pulmonaires 
Les artères pulmonaires transportent le sang venant de la circulation veineuse 
systémique. Ce sang est chargé de C02 et se rend dans les poumons pour y être ré-
oxygéner au niveau de la membrane alvéolo-capillaire près des alvéoles. Le sang 
oxygéné est collecté par les veines pulmonaires. Le sang oxygéné est distribué dans les 
poumons par les artères bronchiques. Ces vaisseaux sont des ramifications de l'aorte et 
cheminent parallèlement aux bronches et bronchioles afin d'apporter CO2 et les 
nutriments aux tissus pulmonaires. La circulation pulmonaire représente 10% de la 
circulation sanguine totale. La paroi des artères, dont le diamètre est supérieur à 50 
ocm, contient des muscles lisses. Cela permet la régulation du diamètre et donc de la 
résistance du flot sanguin. 
Les artères pulmonaires sont constituées de plusieurs couches leur conférant 
l'élasticité requise pour le contrôle du flot sanguin. On retrouve tout d'abord un 
endothélium, tourné vers la lumière du vaisseau, composé de cellules pavimenteuses 
et une lamelle limitante élastique interne composée d'élastine. Ensuite on retrouve 
une couche de cellules musculaires lisses disposées en feuillets circulaires, enrobées 
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d'élastine. Une lamelle limitante élastique externe sépare ce feuillet du suivant. Une 
couche de cellules musculaires lisses, disposées en feuillets circulaires, se retrouvent 
dans la paroi de l'artère juste avant l'adventice qui est composé de tissu conjonctif 
(fibres de collagène et d'élastine) (Marieb E. 3ème édition). 
Lumière 
Figure 2 : Histologie de la trachée de cobaye. Coloration à i'hématoxiiine-éosine d'une coupe 
de la partie dorsale (don du professeur Éric Rousseau, Le Bilarium) 
b. La broncho-constriction 
i. Structure du muscle lisse 
Les muscles contenus dans les parois des bronches sont des muscles lisses. 
Contrairement aux cellules des muscles striés, les cellules musculaires lisses ont une 
morphologie fusiforme, possèdent un seul noyau en leur centre et sécrètent un peu de 
tissu conjonctif lâche. Ces cellules sont regroupées en fibres musculaires juxtaposées 
puis en couches denses. Les cellules musculaires lisses possèdent des jonctions 
ouvertes comme dans le myocarde, permettant la synchronisation des contractions. 
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Chaque cellule est aussi reliée à l'axone d'un neurone du système nerveux autonome. 
Ce sont les neurotransmetteurs libérés par ces neurones qui provoquent la contraction 
des muscles lisses (Marieb E. 3ème édition). 
ii. Mécanismes de la contraction musculaire et systèmes de régulation 
La contraction des cellules musculaires lisses est initiée par l'augmentation du calcium 
intracellulaire (Liu et al.. 2009). Cela va permettre le déplacement des têtes de myosine 
sur les filaments d'actine et donc le glissement des myofilaments. Le mouvement des 
têtes de myosine est causé par la dégradation de molécules d'ATP. La dépense 
d'énergie lors de la contraction des muscles lisses est minime par rapport à celle 
causée par la contraction des muscles squelettiques. Cela est en partie due au fait que 
les myofilaments des cellules musculaires lisses peuvent rester accrochées les unes aux 
autres pour créer un tonus musculaire de base sans dépenser d'ATP. Il est important à 
noter que la contraction des muscles lisses est plus lente et plus soutenue que la 
contraction des muscles squelettiques (Chelu et al.. 2009). qui se contractent plus 
rapidement et de façon phasique. 
L'augmentation du calcium intracellulaire libre va également permettre l'activation des 
mécanismes de régulation de la contraction musculaire (Fleming et al.. 2007. Inoue et 
al.. 2009). Ce Ca2+ libre va permettre l'ouverture des canaux potassiques dépendant du 
calcium de type BKca (Sun et al.. 2009a). Le potassium intracellulaire sortira de la 
cellule, ce qui va tendre à hyperpolariser la membrane des cellules des muscles lisses, 
limiter l'entrée de Ca2+ et donc favoriser le mécanisme de relaxation. Le Ca2+ libre 
intracellulaire sera également extrudé des cellules grâce à l'action de l'échangeur 
Na+/Ca2+ (Zulian et al.. 2010) ou il sera repompé dans le réticulum endoplasmique par 
la pompe Ca2+/ Mg2+-ATPase (Garrahan et al.. 1976. Brown. 1979. Raftos and Lew. 
1995. Nagvetal.. 2005). 
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iii. Couplage pharmaco-mécanique 
La contraction des muscles lisses est dirigée par l'action combinée de mécanismes 
pharmacologiques (liaison de ligands à leurs récepteurs) et de mécanismes physico-
dynamiques. Les neurotransmetteurs libérés par les terminaisons axonales, comme 
l'acétylcholine (ACh), vont se lier au récepteur M3 couplé aux protéines Gq/n (Roux et 
al.. 1998. Frver and Jacobv. 1998). Suite à la liaison du GTP à la place du GDP sur la 
protéine Ga, cela va entraîner l'activation de la phospholipase C. Du phosphatidyl-
inositol 4,5-bisphosphate (PIP2) sera clivé en inositol 1, 4, 5-trisphosphate (IP3) 
(McCarron et al.. 2007) et en diacylglycérol (DAG). L'IP3 va se lier sur son récepteur 
spécifique, le récepteur à l'IP3 (IP3R) et activer la relâche de calcium du réticulum 
endoplasmique (Roux et al.. 1997. Sasaki et al.. 2006). Le Ca2+ libéré des réserves va se 
lier à la calmoduline, une protéine intracellulaire liant le Ca2+ (4 Ca2+ pour 1 molécule de 
calmoduline) dont le rôle principal est de moduler de nombreuses enzymes 
intracellulaires lorsqu'elle est complexée avec du Ca2+ (Chelu et al.. 2009). Le complexe 
calcium-calmoduline ainsi activé va permettre l'activation de la kinase de la chaine 
légère de la myosine (MLCK), ce qui va résulter en la phosphorylation de la chaine légère 
de myosine (Lee et al.. 2009) et ainsi permettre le développement d'une contraction 
musculaire. Le DAG va rester près de la membrane cellulaire et activer la PKC (Roux et 
al.. 1998). Celle-ci est impliquée dans la phosphorylation de la CPI-17, une protéine 
impliquée dans l'inhibition de la phosphatase de la chaine légère de myosine (MLCP). La 
CPI-17 peut également être activée par la voie de signalisation de RhoA-GTP/ROK qui est 
initiée par la liaison du thromboxane A2 sur son récepteur thromboxane-prostanoide 
(récepteur TP) et par l'activation de la protéine G12/13 comme illustré dans la Figure 3. 
Cela va permettre le maintien de la contraction des fibres musculaire. Il a été rapporté 
que le DAG pouvait aussi permettre l'activation des canaux cationiques de type TRPC 
(« transient receptor potential cationic ») (Inoue et al.. 2009). Ces canaux, notamment 
l'isoforme TRPC6, permettent l'entrée du Ca2+ extracellulaire, ce qui va permettre 
l'augmentation du calcium intracellulaire libre et ainsi contribuer au maintien de la 
contraction des muscles lisses (Inoue et al.. 2009). Les canaux TRPC6 permettent 
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également l'entrée de Na+ qui contribue à l'activation des canaux calciques voltage-
dépendant (Jung et al.. 2002. Beech et al.. 2004. Soboloff et al.. 2005). 
(InaelMr^ (•<*¥•) 
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Figure 3 : Couplage pharmaco-mécanique entre le thromboxane A2 (TXA2), son récepteur TP et 
l'activation des chaînes légères de myosine dans les muscles lisses (modifié de (Watterson et 
al.. 2005» 
La déplétion des réserves calciques intracellulaire va permettre l'activation des canaux 
calciques dépendants des réserves (SOCC) et permettre une augmentation de l'influx de 
calcium (Guibert et al.. 2008). dans la cellule ce qui permettra le maintien d'une 
contraction plus soutenue, il est important de noter que la libération de calcium du 
réticulum endoplasmique est un processus rapide et transitoire et qu'il sert surtout à 
permettre l'activation des SOCC (Guibert et al.. 2008). 
L'activation des sous-unités G12/13 par le récepteur thromboxane-prostanoïde (récepteur 
TP) va permettre l'activation de la protéine RhoA (Watterson et al.. 2005, Lee et al.. 
2009). Celle-ci va activer la Rho-kinase (ROK) et permettre la phosphorylation de la 
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phosphatase de la chaîne légère de myosine (MLCP), ce qui va inactiver cette enzyme 
(MLC-P) et permettre le maintien de la contraction du muscle lisse (voir Figure 3). 
c. Caractérisation de l'asthme 
i. Mécanismes inflammatoires impliqués dans le développement de l'asthme 
L'asthme est une maladie inflammatoire déclenché par la sensibilisation des voies 
respiratoires à un allergène qui permet le recrutement et l'activation de cellules 
inflammatoires (Kim et al.. 2010). (Galli et al.. 2008). L'entrée de l'allergène dans la sous-
muqueuse est facilitée par une lésion au niveau de la paroi épithéliale. Une fois la 
barrière passée, l'allergène sera capté par les cellules dendritiques résidentes de la 
sous-muqueuse. Celles-ci vont migrer dans les ganglions lymphatiques locaux en 
apprêtant l'antigène pour le présenter aux lymphocytes T naïfs. Ces derniers vont se 
différencier en lymphocytes de type Th2 et permettre l'activation des lymphocytes B. 
Les anticorps IgE, spécifiques contre l'allergène, sécrétés par ces cellules B activées vont 
se lier sur les récepteurs à IgE à la membrane des mastocytes. Lorsque l'allergène sera 
capté par l'anticorps IgE, le mastocyte sera sensibilisé à cet antigène mais aucune 
réaction ne se produira (Galli et al.. 2008). Dans le cas d'un second contact avec le 
même antigène, le mastocyte va sécréter plusieurs médiateurs comme l'histamine 
(Barnes. 2001. Klvmenko and Pvshnov. 2001). des peptidases et des médiateurs 
lipidiques inflammatoires comme la prostaglandine D2 et le leucotriène B4 (Kim and 
Luster. 2007. Brink. 2007). qui vont permettre le recrutement de cellules inflammatoires 
(éosinophiles, neutrophiles) (Klvmenko and Pvshnov. 2001) ainsi que l'augmentation de 
la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa et l'IL-8 (Gosens et al.. 
2009). La sécrétion de tous ces médiateurs va entraîner de la bronchoconstriction (Galli 
et al.. 2008. Gosens et al.. 2009). une vasodilatation, une augmentation de la 
perméabilité vasculaire ainsi que l'augmentation de la production de mucus par les 
cellules épithéliales (Galli et al.. 2008). 
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Figure 4 : Mécanismes impliqués dans le recrutement et l'interaction entre les différentes 
cellules du système inflammatoiré menant au développement de l'asthme (modifié de (Galli et 
al.. 2008)) 
d. Médiateurs lipidiques dans l'asthme 
I. L'acide arachidonique et ses dérivés 
L'acide arachidonique est un acide gras poly-insaturé (PUFA) de type o>6 retrouvé en sn2 
dans les phospholipides membranaires comme le phosphatidylcholine, le 
phosphatidyléthanolamine et le phosphaditylinositol. Il est hydrolisé de ces 
phospholipides par la phospholipase A2 (PLA2). L'acide arachidonique est un précurseur 
à plusieurs médiateurs lipidiques impliqués dans l'inflammation. Il peut servir de 
substrat aux enzymes cyclo-oxygénases (COX), lipoxygenases (LOX) et cytochromes P450 
(CYP450) pour la formation d'éicosanoïdes (Roman. 2002. Brink, 2007, Spector. 2009, 
Corriveau et al.. 2010). 
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Figure 5 : Voies métaboliques de l'acide arachidonique (modifié de (Roman. 2002)) 
1. Produits des COX 
Il existe 3 isoformes de COX : COX-1, COX-lb et COX-2. La COX-1 est exprimée 
constitutivement dans la majorité des tissus de mammifères. La COX-2, cependant, n'est 
exprimée qu'en condition inflammatoire dans les cellules du système inflammatoire 
comme les macrophages (Kim and Luster. 2007) et dans certains types de carcinomes. 
L'autre différence entre la COX-1 et la COX-2 est la spécificité des anti-inflammatoires 
non stéroïdiens développés pour inhiber ces enzymes. Les inhibiteurs non-sélectifs 
comme l'aspirine ou l'indométhacine peuvent inhiber l'activité des COX-1 et des COX-2 
tandis qu'un inhibiteur sélectif, comme le celecoxib, agira spécifiquement sur la COX-2 
(Ye et al.. 2010. Randelli et al.. 2010) et le SC560 agira sélectivement sur la COX-1 
(Kundu and Fulton. 2002). 
Le rôle de la COX est d'oxyder de l'acide arachidonique en prostaglandine G2 (PGG2) puis 
la réduction de ce dernier en PGH2. Le PGH2 servira de substrat à plusieurs enzymes : la 
PGD synthase formera du PGD2, la PGE synthase formera du PGE2, la prostacycline 
synthase formera du PGI2 et la thromboxane synthase formera du thromboxane A2 
(TXA2) à partir du PGH? (Brink. 2007). Chacune de ces prostaglandines a une action pro-
inflammatoire au niveau des tissus où elles Sont sécrétées (Arauio-Santos et al.. 2010). 
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2. Produits des LOX 
L'acide arachidonique peut servir de substrat à l'enzyme arachidonate 5-lipoxygénase 
(5-LO) qui produira du 5-HPETE. Celui-ci sera utilisé par la 5-LO pour la formation du 
leucotriène A2 (LTA2). Suite à la réaction entre le LTA2 et la LTA hydrolase, du LTB4 sera 
formé. Le LTA2 peut aussi être transformé en LTC4 par la LTC synthase (la Glutathion S-
transférase). La y-glu-transpeptidase transformera le LTC4 en LTD4< qui sera utilisé par la 
dipeptidase pour former du LTE4 (Brink. 2007n Les LTQ, D4 et E4 sont des cystéinyl-
leucotriènes (CysLT). Le LTB4 et les CysLTs sont retrouvés dans les sécrétions en 
situations inflammatoires comme lors d'une bronchite chronique ou lors d'une réaction 
allergique dans un poumon asthmatique. 
L'acide arachidonique peut aussi être oxydé par la 12-LO et la 15-LO pour former du 12-
HPETE et du 15-HPETE qui sera transformé en lipoxine A4 qui a des effets anti-
inflammatoires (Sun et al.. 2009b). 
L'oxydation de l'acide arachidonique par la 5-LO est initiée par sa liason à la « Five-
Lipoxygenase Activating protein » (FLAP). L'inhibition de la synthèse de leucotriènes 
peut se faire par l'inhibition de la FLAP (BAYx 1005) ou par l'inhibition de la 5-LO elle-
même (avec du Zileton). 
3. Produits des CYP450 
L'acide arachidonique peut également servir de substrat aux cytochromes P450 u>-
hydroxylase ou au cytochrome P450 de type époxygénase (Zeldin et al.. 1996. Spector. 
2009).. Il éxiste plusieurs isoformes de CYP450 époxygénase : la CYP 2J est retrouvée 
dans les voies respiratoires de souris (Athirakul et al.. 2008) alors que la CYP 2C8 et la 
CYP 2C9 sont fortement exprimées dans les voies respiratoires humaines (Zeldin et al.. 
1996. Enavetallah et al.. 2004. Michaelis et al.. 2005). La CYP450 (^-hydroxylase forme 
l'acide 20-hydroxy-éicosatétraénoique (20-HETE) (Certikova Chabova et al.. 2007. Hoff 
et al.. 2010). tandis que les CYP450 époxygénases forment les 4 régioisomères d'acides 
époxy-éicosatriénoiques, tel que le 5,6- ; le 8,9- ; le 11,12- et le 14,15-EET (Spector. 
2009). Ces dérivés possèdent un groupement époxyde à la place de l'une des double-
il 
liaisons de l'acide arachidonique. Dans les tissus pulmonaires, c'est le 14,15-EET que l'on 
retrouve en plus grande quantité. Contrairement aux autres éicosanoïdes 
(prostaglandines et leucotriènes), les EET ont des effets anti-inflammatoires (Node et al.. 
1999. Theken et al.. 2010). Ces dérivés de l'acide arachidonique sont produits dans les 
cellules endothéliales (Spiecker and Liao, 2005) et épithéliales (Kaspera and Totah. 
2009) et sécrétés aux alentours de ces cellules afin d'exercer leurs effets paracrines et 
probablement autocrines. 
La CYP450 io-hydroxylase est inhibé par le DDMS (Alonso-Galicia et al.. 1997) et 
l'inhibiteur de la CYP450 époxygénase est le MS-PPOH (Michaelis et al- 2005). 
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Figure 6 : Métabolites de l'acide arachidonique produits par les CYP450 époxygénases (modifié 
de (Spiecker and Liao. 2005)) 
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ii. Dégradation des régioisomères d'EET 
1. Présentation de l'époxyde hydrolase soluble (sEH) et de son mode d'action. 
Les époxydes hydrolases forment un groupe d'enzymes dont l'action consiste à modifier 
un groupement époxyde en groupement diol par l'addition d'une molécule d'H20. 6 
sous-types d'époxydes hydrolases ont été identifiés : la sEH de mammifère, la sEH 
végétale, l'hépoxiline hydrolase, la leucotriène A4 hydrolase, l'époxyde hydrolase 
microsomale et l'époxyde hydrolase hormonale d'insectes (Fane. 2006). 
La sEH de mammifère est un des sous-types les plus importants puisqu'elle se charge du 
métabolisme des acides gras poly-insaturés et époxydés que cela soit des u>6 ou des u)3 
(Morisseau et al.. 2010). La sEH a été détectée dans le foie, les reins, les tissus 
vasculaires et pulmonaires (Enavetallah et al.. 2004). C'est un homodimère de 55 kDa 
dont le gène codant (EPHX2) subit plusieurs polymorphismes (Chiamvimonvat et al.. 
2007). 
La sEH possède 2 sites catalytiques : un site du coté amino-terminal ayant une action 
lipide phosphatase et un site du coté carboxy-terminal possédant l'activité époxyde 
hydrolase (Keseru et al.. 2010). 
En condition inflammatoire, son expression est augmentée, ce qui va diminuer la bio-
disponibilité des EET dans les tissus dans lesquels cette enzyme est exprimée. 
Plusieurs types d'inhibiteurs de sEH ont été développés (Shen. 2010). Les premières 
générations contenaient des substituts d'oxides de chalcone et de trans-3-
phenyglycidols possédant des groupements époxydes (Morisseau et al.. 1998). Ces 
composés étaient cependant instables. La nouvelle génération d'inhibiteurs de sEH est 
composée de dérivés d'urée et de carbamates. Ces composés sont bien plus stables et 
plus solubles dans l'eau et sont plus puissants que ceux de la première génération. Les 
principaux nouveaux inhibiteurs utilisés sont : le DCU (ICso= 0.16 ocM pour la sEH 
humaine), le CDU (IC5o= 0.011 ocM), le CUDA (ICso= 0.112 ocM), l'AUDA (IC50= 0.10 ocM) 
et le t-AUCB (ICso= 1.3 nM pour la sEH canine) (Hwang et al.. 2007. Inceoalu et al.. 2007. 
Chiamvimonvat et al.. 2007. Shen. 2010). 
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e. Contribution des dérivés époxydés de l'acide arachidonique dans le 
contrôle de la broncho-relaxation 
Les EET, produits par l'action de la CYP450 époxygénase sur l'acide arachidonique, ont 
des effets relaxants dans les lits vasculaires rénaux, intestinaux ainsi que dans les 
muscles lisses bronchiques (Benoit et al.. 2001. Fleming and Busse. 2006). Ils sont 
considérés comme des facteurs hyperpolarisants dérivés de l'épithélium (EpDHF) 
(Hoebel et al.. 1998. Benoit et al.. 2001). Ces effets sont en partie dus à l'activation/ 
augmentation de la probabilité d'ouverture des canaux potassiques de grande 
conductance activés par le Ca2+ (BKca) (Benoit et al- 2001. Morin et al.. 2007a. Sun et al.. 
2009a). Les EET peuvent également activer la pompe Na7K+-ATPase dans le rein 
(Krummen et al.. 2005) et inhiber le canal épithélial sodique (ENaC) (Wei et al.. 2004). Ce 
canal est majoritairement retrouvé dans les tubules proximaux rénaux mais il est aussi 
retrouvé à la membrane des cellules épithéliales pulmonaires (Rubenstein et al.. 2010). 
Dans les cellules endothéliales vasculaires, les EET permettent l'augmentation de la 
translocation des canaux TRPC6 à la membrane. L'augmentation du Ca2+ libre va 
permettre le maintien de l'activation des canaux BKca (Fleming et al.. 2007) impliqués 
dans la relaxation des muscles lisses médiée par les EET. Dans les muscles lisses 
artériels, les EET activent également les canaux KATP pour permettre la repolarisation de 
la membrane cellulaire (Ye et al.. 2006). 
En plus de leurs effets relaxants, ils ont également un effet anti-inflammatoire passant 
par l'activation de PPARv(Liu et al.. 2005). (Spector and Norris. 2007). un facteur 
nucléaire impliqué dans plusieurs processus cellulaires, dont l'inhibition de l'activation 
de NFKB. 
La durée de vie de ces dérivés époxydés de l'acide arachidonique est cependant très 
courte. Ils sont, en effet, rapidement transformés en leur analogue di-hydroxy-
éicosatriénoïques (DHET) par la sEH (Keseru et al.. 2010). Les DHETqui sont plus stables 
que leurs précurseurs époxydés, sont pharmacologiquement inactifs dans les muscles 
lisses bronchiques, intestinaux et dans les lits vasculaires. 
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Les anomalies de contraction des muscles lisses bronchiques et vasculaires retrouvées 
dans les maladies comme l'asthme et les spasmes coronariens, peuvent être causées 
par la perte de biodisponibilité de ces EET. 
COOH 
OH 0 
TXA2 14,15-EET 
Figure 7 : Comparaison de structure du Thromboxane A2 à celle du 14,15-EET (modifié de 
(Brink. 2007) et de (Chiamvimonvat et al.. 2007)) 
a. Avant-propos 
L'article "Improved bioavailability of epoxy-eicosatrienoic acids reduces TP-receptor 
agonist induced tension in human bronchi" illustre pour la première fois, l'action de 
l'acide 14,15-époxy-éicosatriénoïque sur l'activation des récepteurs au Thromboxane A2 
(récepteur TP) dans les bronches humaines. Les expériences ont été réalisées sur des 
échantillons de tissus pulmonaires provenant de patients subissant une chirurgie 
thoracique suite au diagnostic d'un adéno-carcinome pulmonaire. L'article a été soumis 
le 25 Novembre 2010 à la revue American Journal of Physiology - Lung Cellular and 
Molecular Physiology. Les travaux présentés dans ce manuscrit ont été réalisés par Farid 
Yannick Senouvo avec le support technique de Yacine Tabet et de Caroline Morin. La 
collaboration avec le Dr Roula Albadine et le Dr Chantai Sirois nous a permis d'obtenir 
les échantillons pulmonaires nécessaires à notre étude dans les minutes qui suivent la 
résection. Farid Yannick Senouvo a rédigé la première version de ce manuscript qui a été 
révisé par le professeur Éric Rousseau, directeur de recherche à la tête de cette équipe 
de recherche. 
2) ARTICLE 1 
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b. Résumé de l'article 
Le but"de nos travaux était de déterminer si l'augmentation de la biodisponibilité des 
acides époxy-éicosanoïdes (EET) suite à l'inhibition de l'époxyde hydrolase soluble dans 
les bronches humaines avait des effets bénéfiques. Des courbes de concentration-
réponse au 14,15-EET ont permis de démontrer sur des bronches humaines, de rat, de 
cobaye ainsi que des trachées de souris que la sensibilité au 14,15-EET variait largement 
en fonction de l'espèce et que les bronches humaines étaient les plus réactives au 
14,15-EET. Nous avons également étudié l'effet préventif d'un pré-traitement avec le 
14,15-EET sur la contraction induite par l'U-46619, un analogue du thromboxane A2 
(TXA2), sur les bronches humaines et les trachées de souris. Les résultats obtenus 
montrent que le 14,15-EET est capable de prévenir la contraction induite par l'analogue 
du TXA2. NOUS avons, par la suite, testé la réactivité au U-46619 des bronches humaines 
suite à des traitements avec des inhibiteurs de la sEH ou de cytochrome P450 (CYP450) 
époxygénase. Le traitement chronique avec l'inhibiteur de sEH (t-AUCB) provoque une 
diminution de la réactivité des bronches humaines, tandis que le traitement aigu avec 
un inhibiteur de la CYP450 époxygénase provoque une augmentation de la tension 
induite par l'U-46619. 
Les résultats obtenus montrent une grande importance de la bio-disponibilité des acides 
époxy-éicosatriénoïques dans le contrôle de la contraction des bronches humaines. 
L'utilisation d'inhibiteur de sEH serait intéressante dans le traitement de maladies 
pulmonaires comme l'asthme. 
c. Manuscrit 
16 
Summary: 
Epoxyeicosatrienoic acid and thromboxane A2 are arachidonic-acid derivatives. The former has 
initially been defined as an epithelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF) displaying 
broncho-relaxing (4) and anti-inflammatory properties, as recently demonstrated (25), whereas 
thromboxane A2 induces vaso- and bronchoconstriction upon binding to TP-receptor. 
Epoxyeicosatrienoic acids, however, are quickly degraded by the soluble epoxide hydrolase 
(sEH) into inactive diol compounds (25). The aim of this study was to investigate the effects of 
14, 15-epoxy-eicosatrienoic acid (EET) on thromboxane-prostanoid receptor (TP-receptor) 
activation in human bronchi. Tension measurements performed on native bronchi from various 
species, acutely treated with increasing 14, 15-EET concentrations, revealed specific and 
concentration-dependent relationships as well as a decrease in the tension induced by 30 nM 
U-46619, used as a synthetic TP-receptor agonist. Interestingly, acute treatments with 3 piM N-
(methylsulfonyl)-2-(2-propynyloxy)-benzenehexanamide (MS-PPOH), an epoxygenase inhibitor, 
which minimizes endogenous production of EET, resulted in an increased reactivity to U-46619. 
Furthermore, we demonstrated that chronic treatments with trans-4-[4-(3-adamantan-l-yl-
ureido)-cyclohexyloxy]-benzoic acid (t-AUCB), a sEH inhibitor, reduced human bronchi reactivity 
to U-46619. During our tension measurements, we also observed that human bronchi 
generated small-amplitude contractions; these spontaneous activities were reduced upon acute 
14, 15-EET treatments in the presence of t-AUCB. Altogether, these data demonstrate that 
endogenous and exogenous 14, 15-EET could interfere with the activation of TP-receptors as 
well as with spontaneous oscillations in human-airway smooth-muscle tissues. 
Keywords: Airway smooth muscle, epoxy-eicosatrienoic acid, MS-PPOH, U-46619, thromboxane 
Az, t-AUCB 
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Introduction: 
It has been well established that arachidonic acid (AA) produced from phospholipids by the 
cytoplasmic phospholipase A2 (PLA2) is metabolized by cyclooxygenases and lipoxygenases into 
biologically active mediators (11, 16). AA, however, can also be metabolized into epoxy-
derivatives by cytochrome P-450 (CYP450) epoxygenase. Epoxyeicosanoids have important 
roles in the regulation of vascular, pulmonary, cardiac and renal functions (5,6,12, and 16). The 
mechanisms behind these effects are still unclear. Nevertheless, the mode of action of 
epoxyeicosanoids, and other congeners, may involve the activation of surface membrane K+ 
channels and interaction with intracellular processes, which result in membrane 
hyperpolarization and relaxation (24). 
Among the four existing regioisomers (5, 6-, 8, 9-, 11,12- and 14,15-EET) produced by CYP450 
isoforms 2C9 and 2J2, 14, 15-EET is the most abundant in lung tissues (6, 28, 38). 14, 15-EET 
was shown to trigger bronchorelaxing responses since its mode of action involves the activation 
of large-conductance calcium-sensitive potassium channels (BKCa), which hyperpolarizes airway 
smooth-muscle (ASM) cell membranes, thus promoting relaxation (2, 4, 24, 36, 38). 14,15-EET 
also displayed anti-inflammatory effects, which were likely due to specific interaction with 
PPARSI, a pathway known to reduce the pro-inflammatory cytokines and tissue responses (6,18, 
20, 26). 
The beneficial effects of EET regioisomers are regulated by the action of a soluble epoxide 
hydrolase (sEH), which transforms EET into dihydroxy-eicosatrienoic acid (DHET) following the 
hydroxylation of the epoxide group into diol upon dissociation and addition of a water (H20) 
molecule (5, 6, 11). It has been shown that DHET compounds are rather inactive metabolites 
when compared to their corresponding epoxy-congeners (38). 
sEH is a 55 kDa homodimer protein, expressed in liver, endothelium, vascular, and airway 
smooth-muscle cells (8). This enzyme displays 2 catalytic sites: one on its N-terminal side, 
displaying a lipid phosphatase activity, and the other on its C-terminal site responsible for the 
epoxide hydrolase activity (17). Currently available sEH inhibitors target the C-terminal site (13, 
34). Actually, this soluble epoxide hydrolase isoform, which limits the bioavailability of epoxy 
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compounds derived from0E6 AA, could also inactivate epoxy-derivatives from 03 poly-
unsaturated fatty acids -PUFA (10). 
As mentioned earlier, AA can be used as a substrate by COX for prostaglandin synthesis. TXA2-
synthase can then use these prostaglandins to produce TXA2, a high-affinity lipid mediator that 
triggers potent vaso- and broncho-constrictions (3, 33). These effects are directly mediated by 
the activation of the thromboxane-prostanoid receptor (TP-receptor), a G-protein-coupled 
receptor (27). TXA2-binding to its receptor will trigger the activation of PLC, which will promote 
Ca2+ release from the endoplasmic reticulum Ca2+ stores. Ca2+ binding to calmodulin will, in 
turn, promote activation of the myosin light-chain kinase (MLCK) and phosphorylation of MLC, 
which will result in tension increases. Activation of TP-receptor will also promote RhoA-GTP 
activation of Rho-kinase. This will lead to the inhibition of the myosin light-chain phosphatase 
(MLCP), allowing long-lasting contractions (21). 
A single study has pointed out putative interactions between 14, 15-EET and TP-receptor 
activation in the vascular system (3). Due to their structural similarities, EET regioisomers and 
TXA2 agonists might bind to TP-receptors (3). Alternatively, 14, 15-EET could interact 
downstream of the TP-receptor complex. The exact mechanism is still unknown and has never 
been assessed in lung tissues. We hypothesized that increasing bioavailability of 14, 15-EET 
could prevent TP-receptor activation. In this study, we assessed whether 14,15-EET was able to 
decrease the tension induced by TP-receptor activation. Complementary approaches were used 
to perform 1) tension measurements on human, guinea pig, and rat bronchi as well as mice 
trachea; 2) immunodetection of human sEH with Western-blot analysis and 
Immunofluorescence. Herein, we report evidence that the beneficial effects of 14, 15-EET on 
lung tissues involve interactions on TP receptors. 
Abbreviations: AA: arachidonic acid; BKc,: Ca2*-activated K+ channels; CCRC: cumulative 
concentration-response curve; COX: cyclooxygenase; CYP-450: cytochrome P-450; DMEM-F12: culture 
medium; EET: epoxyeicosatrienoic acid; Epoxy-PUFA: epoxy-derivatives of polyunsaturated fatty acid; 
FBS: fetal bovine serum; IC»: concentration inducing 50% of inhibition; MCh: methacholine; MS-PPOH: 
N-methylsulfonyl-6-[2-propargyloxyphenyl] hexanamide; PPAR: peroxisome proliferated activated 
receptor; PUFA: polyunsaturated fatty acid; SDS-PAGE: sodium docecyl sulfate - polyacrylamide-gel 
electrophoresis; sEH: soluble epoxide hydrolase; TNFa: tumor necrosis factor alpha. 
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Materials and Methods 
Tissue preparation and culture: The study was approved by the institutional ethics committee 
(Protocol number 05 088 S1-M2). Human lung tissues were obtained from patients undergoing 
surgery for lung carcinoma. The lung specimen was transported in sterile saline solution and a 
resection distant from the carcinoma was dissected by the pathologist. Tissues samples were 
placed in a cold Krebs solution containing (in mM): 118 NaCI, 4.7 KCI, 2.5 CaÛ2,1.2 KH2PO4,1.2 
MgSÛ4, 25 NaHC03, and 11.1 dextrose, at pH 7.4 and transported to a level-2 culture room. 
Bronchial rings (inner diameter of 0.5-0.8 mm) were microdissected from the same bronchial 
segment and placed in individual wells of 24-well culture plates containing Dulbecco's modified 
Eagle's medium (DMEM)-F12 culture medium (1 ml/well) with 1% penicillin (10 lU/ml) and 
streptomycin (100 ng/ml). Culture plates were kept in a humidified incubator at 37°C under 5% 
CO2. Bronchial expiants were untreated (control) or treated every 12 h during 48 h with either 
10 nM t-AUCB alone or 10 nM t-AUCB combined with 300 nM 14, 15-EET prior to 
pharmacological challenges. Some bronchi were used as fresh tissues for acute pharmacological 
experiments. 
Mechanical tension measurements: Mechanical effects induced by specific agonists on human, 
guinea-pig and rat bronchial rings as well as on mice tracheal rings were measured as previously 
described (24). Rings were mounted in isolated organ baths containing Krebs' solution 
thermostated at 37°C and bubbled continuously with carbogen (95% 02 / 5% C02). An initial 
load of 0.8 g was applied to each ring during a 30-minute equilibration period with 3 washouts. 
Mechanical tensions were assessed using transducer systems (Radnoti Glass Tech., Monrovia, 
CA) coupled to Polyview software (Grass-Astro-Med Inc, West Warwick, Rl) to facilitate data 
acquisition and analysis. 
Protein sample preparation: Mice tracheas and parenchyma, rat tracheas, and human bronchial 
rings and pulmonary arteries were transferred separately to a buffer A solution containing: 
0.3 M sucrose, 20 mM K-PIPES, 4 mM EGTA, and a cocktail of protease inhibitors (protease-
inhibitor pellets from Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Tissues were homogenized on 
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ice,and homogenates were frozen in liquid nitrogen, and stored at -80°C (23). Cytosolic and 
microsomal fractions were prepared from human-lung parenchyma (10 g / 50 mL of buffer A), 
homogenized and ultra-centrifuged at 85,000 g in the same buffer solution as mentioned 
above. Microsomal fractions were kept in a cryoprotective buffer containing 0.3 M sucrose, 5 
mM K-PIPES, and protease inhibitors. Cytosolic and microsomal fractions were frozen in liquid 
nitrogen as well and stored at -80°C. 
SDS-PAGE and Western-blot analysis: Protein samples (25 ocg of protein/well) were dissolved in 
2% SDS and separated by 10% SDS-PAGE with a 4% stacking gel. Gels were cast into a Mini-
PROTEAN III dual cell (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada). The separated proteins from SDS-
PAGE were electrophoratically transferred at 70 V onto nitrocellulose membranes (BioRad) for 
1 hour at 4°C using the Mini-PROTEAN III system (BioRad). Membranes were blocked with Tris-
buffered solution containing 0.1% Tween 20 (TBS-T) and 5% non-fat milk powder for 2 hours at 
room temperature and incubated overnight with a specific primary antibody against human sEH 
raised from rabbits diluted in TBS-T + 5% milk. After three washings, membranes were 
incubated with peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit IgGl antiserum (Amersham, Baie 
d'Urfe, PQ, Canada) for 1 hour at room temperature. Immunoblotting was revealed using an 
enhanced chemiluminescence kit (Roche, Mississauga, ON, Canada). 
Immunofluorescence: Thin sections from normal human bronchi were cryo-sected after snap-
freeze in O.C.T. compound (Optimal cutting temperature). Tissues were fixed in 10 % 
formaldehyde during 30 minute before being treated with Glycine 100 mM for 45 minutes to 
quench signal saturation. Tissue permeabilization was performed with 0.2% Triton X100 in 
phosphate-buffer solution (PBS). Thin sections were blocked in PBS + 0.5% goat serum for an 
hour at 37 °C. Slides were incubated for 1 hour with rabbit anti-sEH antibody diluted in PBS + 
0.5% goat serum, washed for 5 minutes and incubated for another hour with mouse anti alpha-
actin diluted in PBS + 0.5% goat serum. After 2 washings, slides were incubated with Alexa-Fluor 
488-conjugated anti-mouse IgGl antiserum and Alexa-Fluor 647-conjugated anti-rabbit IgGl 
antiserum. Nuclei were stained with DAPI diluted 1:1000 in water, washed, and mounted with 
22 
Vectashield. The slides were then viewed with an inversed microscope 1X81 coupled to the 
FV1000 confocal from Olympus. 
Drugs and chemical reagents: 8, 9-EET, 14, 15-EET and U-46619 were obtained from Cayman 
Chemical (Ann Arbor, Ml), dissolved in 100% ethanol (EtOH), and stored as 312- or 936-^M 
stock solution, unless otherwise specified. Methacholine chloride (MCh) was purchased from 
Sigma (St. Louis, MO). DMEM-F12, BSA, and penicillin-streptomycin were purchased from 
Gibco Invitrogen Corporation (Burlington, ON). AUDA and t-AUCB—the sEH inhibitors used— 
were obtained from Dr. Bruce Hammock's lab (University of California at Davis, CA). 
Data analysis and statistics: Results are expressed as means ± SEM, with n indicating the 
number of experiments. Statistical analyses were performed with the Student's t-test. 
Differences were considered significant when p<0.05. Data curve fittings were performed with 
Sigma Plot 9.0 (SPSS-Science, Chicago, IL) to determine IC50 values, whenever possible. 
Results 
Sample population: Forty-two patients with pulmonary adenocarcinomas were met with and 
recruited for the present study. Among the 42 lung resections, 30 tissue samples (specimens) 
were suitable for tension measurements and used in the experiments reported of the present 
study. 
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14, 15-EET relaxing effects in bronchi is different between mammalian species: Tension 
measurements were performed on human, rat, and guinea-pig bronchi as well as on mice 
tracheas to assess their relative sensitivity to 14,15-EET. An initial load of 0.8 g was applied to 
each tissue as resting tone. All tissues were precontracted with 1 |^M MCh and concentration-
response curves to 14, 15-EET were then performed, resulting in concentration-dependant 
relaxations of various amplitudes. At 3 ^iM 14,15-EET, the maximum relaxing effect obtained 
on human bronchi was 100 %. IC50 values of 0.45 and 1.13 for 14,15-EET were obtained on 
humans and mice, respectively (Fig. 8). Those values were obtained graphically with the fitted-
curve at the exact point equivalent to 50% of the relaxation. Therefore, there is no standard 
error. While the ICso for 14,15-EET couldn't be determined on rat and guinea pig bronchi, the 
data showed a low sensitivity of rat and guinea pig bronchi to 14,15-EET. These results suggest 
that 14,15-EET is a bronchodilating agent whose effectiveness varies among species. 
24 
# Human bronchi 
0 Guinea-pig bronchi (rt= 6) 
<n=5) 
(n= 10) 
• Rat bronchi 
O Mouse trachea* -20 
40 -
8 0 -
100 
0.01 0.1 1 10 
[14,15-EET] (|iM) 
Figure 8: Cumulative concentration-response curves for 14,15-EET in bronchi and trachea from different species. 
Concentration-dependant relaxations to 14,15-EET on the active tone induced by 1 «M MCh in human (41) (23), 
guinea-pig (O) (4) and rat bronchi (T) as well as in mouse tracheas cO). Each point represents the mean ± SEM 
(n= 8, '6, 5, 10, respectively). Guinea-pig and rat bronchi were relatively insensitive to 14, 15-EET, while human 
bronchi were the most sensitive. 
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Expression of sEH is endogenous in mammalian species: Figure 2A displays the Western-blot 
analysis of sEH performed on protein samples prepared from human, rat, mouse, and guinea-
pig pulmonary tissues. Anti-sEH immunoreactive bands were detected at 55 kDa in each 
sample, except in rat trachea homogenate. The absence of immunoreactive bands in rat tissue 
was ascribed to a lack of cross-reactivity with the specific primary antibody used (22). Note that 
the sEH immunostaining was higher in the cytosolic fraction from human parenchyma than in 
the corresponding microsomal fraction (Figure 9A, lane 1 versus lane 2). Immunoreactive bands 
of identical relative molecular weight were detected in human bronchi as well as pulmonary 
artery homogenates. Some homogenates display immunoreactive bands of lower relative 
molecular weight, which might result from alternative splicing, as suggested by Przybyla-
Zawislak in 2003 (30). Immunolocation of the human sEH was performed on thin sections from 
human bronchi (Figure 9B). sEH was detected in smooth-muscle cell cytoplasm along with 
alpha-actin and adventitia. Together, these results suggest that the sEH is highly expressed in 
the cytoplasm of human and mouse ASM tissues. 
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Figure 9: sEH Immunodetection in corresponding mammalian species. A) Western-blot analysis of sEH and p-
actin in human, rat, mouse, and guinea-pig lung samples, either cytosolic or microsomal fractions or 
homogenates from parenchyma, bronchi, pulmonary artery, rat and mouse trachea. 25 ocg of protein were 
loaded in each lane (1-9). B) Immunohistofluorescence assays using sEH and a-actine antibodies on thin 
sections (3 «m) of human bronchi. 1) Immunofluorescence staining revealed by mouse anti-alpha-actin + anti-
mouse IgG coupled to Alexa fluor 488. 2) Immunofluorescence staining revealed by rabbit anti-human sEH + 
anti-rabbit IgG coupled to Alexa fluor 647. 3) Superposition of A and B, including DAPI signal (X= 405 nm). 
Alpha-actin specific staining corresponds to the green signal and sEH specific staining corresponds to the red 
signal. 4) Negative control in the presence of DAPI and anti-mouse- IgG coupled to Alexa fluor 488 and anti-
rabbit-IgG coupled to Alexa Fluor 647 but in the absence of both mouse anti-alpha actine and rabbit anti-
human sEH. 
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Effects of 14, 15-EET on TP-receptor activation: Tension measurements were performed on 
human bronchi (Figure 10A) and mouse tracheas (Fig. 10B). Preincubations with increasing 14, 
15-EET concentrations (ranging from 10 nM to 1 ocM) were performed 10 minutes prior to 
challenges with a single concentration of U-46619 (30 nM) to assess the effects of 14,15-EET on 
the tonic responses induced by TP-receptor activation. As reported in Figure 10, preincubation 
with 1 ocM 14,15-EET resulted in a 50 % inhibition of the tension induced by U-46619 in human 
and mouse ASM tissues (Figures 10A and B, respectively). This inhibition was dependent on 14, 
15-EET concentration. These data suggest that TP-receptor activation is impaired in the 
presence of submicromolar concentrations of 14,15-EET. Similary data were obtained using 8, 
9-EET. Thus, inhibition of endogenous EET production may enhance the tonic response to TP-
receptor agonists. 
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Figure 10: Inhibitory effects of 14,15-EET on U-46619 tonic responses in pulmonary tissues. A) Quantitative 
analysis of the inhibitory effects induced by increasing concentrations of 14,15-EET preincubation on 30 nM of 
U-46619 challenges (TP-receptor agonist) in human bronchi. B) Same experiment performed on mouse 
tracheas. Each bar represents the mean ± SEM. Note that preincubation with 1 ocM 14,15-EET prevented 50% 
of the tension induced by 30 nM U-46619 both in human bronchi and mouse tracheas. 
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Acute epoxygenase inhibition: Human bronchi subjected to a basal tone of 0.8 g were 
sequentially challenged with 1-jiM MCh 30 nM U-46619 and then acutely treated with 3-nM 
methylsulfonyl-propargyloxy-phenylhexanamide (MS-PPOH), a CYP450 epoxygenase inhibitor, 
for 15 minutes prior to a final challenge with 30 nM U-46619. As shown in the bar histograms 
(Figure 11B), the mean tension induced by U-46619 increased to 0.45 ± 0.07 g in the presence 
of MS-PPOH as compared to the mean tension (0.35 ± 0.07 g) measured under control 
conditions. This suggests that the inhibition of CYP450 epoxygenase results in lower 
endogenous EET production, which, in turn, leads to larger tonic responses upon TP-receptor 
activation. 
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Figure 11: MS-PPOH acute treatment modified the human bronchi reactivity to a TP-receptor agonist. A) 
Illustration of human bronchi reactivity to 1 ocM MCh and 30 nM U-46619 in the absence and presence of 3 
«M MS-PPOH (a CYP-450 epoxygenase inhibitor) B) Quantitative analysis of human bronchi reactivity to 30 
nM U-46619 in the absence or presence of an acute treatment with 3 °cM MS-PPOH. Challenges with the U-
46619, in the presence of the epoxygenase inhibitor (MS-PPOH), induced a larger tension (n=10). These results 
suggest that the production of endogenous EET reduced the active tone induced by a low concentration of U-
46619. 
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Effects of sEH chronic inhibition on human-bronchi reactivity: Our group has already 
demonstrated that human bronchi and guinea pig tracheas could be cultured for several days 
under control and pharmacologically treated conditions (23, 25). Thus, human bronchi were 
pretreated for 48 hours under either control conditions or with 10 nM t-AUCB (a sEH inhibitor) 
alone, or 10 nM t-AUCB combined with 300 nM 14,15-EET before being tested in isolated organ 
baths. All bronchi were challenged with 1 nM MCh and then with 30 nM U-46619 to assess 
putative changes in mechanical reactivity induced by t-AUCB pretreatments. As shown in Figure 
12, treatments with t-AUCB in the absence or presence of 300 nM 14,15-EET impaired 31.3 ± 
13.8% of the tension induced by 30 nM U-46619 under control conditions. These results 
suggest that sEH inhibition could increase endogenous EET bioavailability, thus decreasing the 
contraction induced by TP-receptor activation upon competitive or allosteric EET binding. 
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Figure 12: Effects of 48-h t-AUCB pretreatments on tonic responses triggered by U-46619 in human bronchi. 
Quantitative analysis of the effects of chronic treatments with or without 10 nM t-AUCB—a highly specific sEH 
inhibitor (Tsai H. J., 2010)—in the absence or presence of 300 nM 14,15-EET on the tonic responses induced 
by 30 nM U-46619. All tensions were normalized to the responses induced by 1 ocM MCh (100% n= 16). Note 
that challenges with the TP-receptor agonist were reduced by 31.3% in the presence of t-AUCB. Addition of 
exogenous 14,15-EET during the culture period had no additive effect on bronchial reactivity. 
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Effects of acute sEH inhibition on bronchospasms: Figure 13A displays a typical recording of 
spontaneous contractile activities from human bronchi. Acute treatment with 10 nM t-AUCB 
(Figure 13A) increased the frequency of these spontaneous contractile activities, while the 
addition of 1 nM 14, 15-EET consistently abolished the spasmogenic activities. These 
spontaneous activities were usually overridden during pharmacological challenges with either 1 
(iM MCh, 1 iiM Histamine or 30 nM U-46619, but systematically reappeared upon washouts 
with pharmacological agonists (data not shown). Quantitative analyses of the area under the 
curve (AUC) are summarized in Figure 13B (n = 10). Mean values demonstrate a slight increase 
in spontaneous activity in the presence of t-AUCB, while exogenous addition of 1 nM 14,15-EET 
abolished the oscillations and resulted in a transient increase of the resting tone. Note that 
spasmogenic activities were observed in small distal human bronchi (less than 0.8 mm in 
diameter). Thus, exogenous addition of 14,15-EET reduced the spasmogenic activities in human 
bronchi. 
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Figure 13: Spasmolytic effect of exogenous 14, 15-EET on human bronchi. A) Spontaneous steady-state 
contractile activities recorded under control conditions in the presence of 10 nM t-AUCB and upon addition of 
1 ocM 14, 15-EET. B) Quantitative analysis of the mean values of the area under the curve (AUC) under the 
same experimental conditions as reported in A. Spontaneous contractile activities were decreased in the 
presence of exogenous 14,15-EET. 
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Discussion 
In this study, we examined the effects of 14, 15-EET on the TP-receptor induced tension on 
airway smooth muscle from various mammalian lung tissues. We found that pretreatments 
with increasing concentrations of 14, 15-EET could reduce U-46619-induced tension on both 
human bronchi and mouse trachea. The most important finding of this study was that chronic 
treatments of human bronchi with t-AUCB for 48 hours greatly reduced TP-receptor-induced 
tension. Hence, we demonstrated that reduced production (lower bioavailability) of 
endogenous EET following epoxygenase inhibition yielded larger tonic responses to TP-receptor 
challenges. Thus, we propose that 14,15-EET, which is derived from AA metabolism, could play 
an important role in regulating TP-receptor responses from airway smooth muscles. This 
epoxyeicosanoid could also abolish the spontaneous contractile activities. 
Human sample: Bronchial rings were dissected from resection areas away from the tumor and 
were considered healthy, since these areas were devoid of adenocarcinoma. Despite the 
scattering of the pharmacomechanical responses triggered on human bronchi, we were still 
able to obtain convincing results during our investigations. 
Species dependant variability in EET sensitivity. It has previously been shown that 14, 15-EET 
displays relaxing effects through activation of GKca channels and reduction of Ca2+ sensitivity (2, 
25, 36, 38) on smooth-muscle tissues from different mammals. According to the mean IC50 
values obtained in this study, however, we delineated major interspecies differences in 14,15-
EET sensitivity in human, mice, and guinea-pig pulmonary tissues. Mean IC50 values derived 
from CCRC suggest putative differences in receptor homology and affinity from one species to 
the other, which would translate into differences in signal transduction and tissue reactivity. 
Our current data, obtained under identical experimental conditions, would partially explain the 
discrepancy in EET potency in relaxing mammalian tissues found in the literature (9, 35,37). 
sEH detection and location. It is well known that the catalytic activity of sEH enzyme occurs 
through dissociation of a water molecule and concomitant dihydroxylation of the targeted 
substrate (8). sEH hydrolytic actions are selective to free fatty acid epoxides, such as 
epoxyeicosatrienoic acids (5, 14). In this study, we examined sEH expression in human, rat, 
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mice, and guinea-pig homogenate and subcellular fractions. sEH immunoreactive bands were 
detected in almost all tested samples. Human parenchymal cytosolic fraction as well as human 
bronchial homogenates displayed stronger sEH immunostaining bands. Other studies have 
reported sEH RNA expression in different tissues (7, 29). This suggests that sEH is constitutively 
expressed in mammalian lung tissues. Moreover, we assessed the sEH location in human 
bronchi using an immunohistofluorescence assay, which attested that sEH staining appeared 
mostly in smooth-muscle-cell cytoplasm. These data and the stronger sEH band in human 
parenchymal cytosolic fraction confirm that sEH is a soluble enzyme consistently found in lung 
tissues, including smooth-muscle cells. 
Concentration-dependent inhibitory effects of EET. As described in the literature, sEH can 
degrade epoxyeicosatrienoic acids, which are AA metabolites (31). TXA2 is another AA 
metabolism produced by platelets, monocytes, macrophages, neutrophils, and lung 
parenchyma (32), whose constricting effects occur upon binding to its thromboxane-prostanoid 
receptor (TP-receptor). A single study reported the ability of 14,15-EET to interact with the TP 
receptor in the vascular system (3). In this study, we investigated the interaction of 14,15-EET 
with bronchial and tracheal smooth muscle TP-receptors in human and mice, respectively. In 
Fleming at al., rat and mice smooth-muscle conduits (thoracic aorta, tertiary bronchi) were 
bathed in a Krebs physiological solution and tested with 1 ocM U-46619 and 0.1-10 ocM 14,15-
EET. Our study used 30 nM U-46619 in the same Krebs physiological solution. We demonstrated 
that pretreatments with 1 «M 14,15-EET halved the U-46619 induced tension triggered by TP-
receptor activation in both human bronchi and mice tracheas. This interaction could either be a 
competitive orthosteric binding, binding on an allosteric site, or even an interaction 
downstream of the receptor (27). Even if the mechanism is not yet known, many studies, 
including ours, have shown that 14, 15-EET acts by interacting with the TP receptor in both 
vascular and pulmonary systems. Thus, our data are consistent with the literature (3). 
Opposite effects ofCYP-450 andsEH inhibitors. CYP 450 epoxygenase is the enzyme responsible 
for EET production. In human bronchi, the CYP 450 2C9 isoform produces EET regioisomer, 
whereas, in mice tracheas, the CYP4502J2 isoform appears to be responsible (1). Therefore, we 
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assessed the effects of a treatment with MS-PPOH—a CYP 450 inhibitor—on human bronchi. 
We demonstrated that bronchial reactivity to U-46619 was largely increased in the presence of 
MS-PPOH, compared to the responses with U-46619 alone. 
As previously reported, sEH degrades EET into DHET, which reduces their beneficial effects by 
decreasing their bioavailability. Earlier studies have assessed the effectiveness of sEH inhibitors 
such as t-AUCB and AUDA in preventing EET degradation (14, 18). Few, however, have used 
chronic treated pulmonary tissues with sEH inhibitors to test putative variations in ASM 
reactivity (19). Our study tested the effects of 48 h-chronic treatment on human bronchi with t-
AUCB in the absence or presence of exogenous 14, 15-EET. The results obtained demonstrate 
that chronic treatments with the sEH inhibitor alone could reduce human bronchi reactivity to 
the TXA2 analogue. The addition of exogenous 14, 15-EET in chronic treatments did not 
potentiate the effects of the sEH inhibitors. Together, these data suggest that the modulation 
of endogenous EET production and degradation by CYP 450 inhibitors or sEH inhibitors greatly 
affects human bronchi reactivity to TP-receptor activation. 
Spasmolytic actions of exogenous EET on intracellular mechanisms. Distal human bronchi 
generate spasmogenic activities when mounted in isolated organ-bath systems. These 
spontaneous contractile activities, usually of low amplitude, are likely induced by variations in 
Ca2+ release from the intracellular Ca2+ pool (15). Hence, increases in free intracellular Ca2+ 
would, in turn, activate surface membrane CI' and K+ currents, which would trigger changes in 
membrane voltage and low-amplitude contractions. Alternatively, they could also be explained 
by variations in myofilament Ca2+ sensitivity (24). We observed, however, no such changes in 
oscillation amplitude. It has been reported that EET and EpETE can modulate membrane 
conductance and Ca2+ sensitivity of ASM cells (24). In this study, we demonstrated the 
spasmolytic effects of exogenous 14,15-EET in the presence of sEH inhibitors. The specific sEH 
inhibitor (t-AUCB) was used to minimize degradation of endogenous epoxy derivatives, so the 
slight increase in oscillation frequency induced by t-AUCB was not expected. Nevertheless, 
exogenously added 14,15-EET abolished spontaneous bronchial oscillations, so our data further 
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support the view that 14, 15-EET modulates membrane conductance, which would minimize 
free intracellular Ca2+ changes (24,25). 
Conclusion 
In summary, this study provided additional evidence that 14,15-EET interacts with TP-receptor 
activation to reduce the tonic responses of mammalian ASM tissues. We also demonstrated for 
the first time that 48-h treatment with a specific sEH inhibitor reduced human bronchi 
reactivity to a TXA2 analog. Our findings demonstrate that CYP-450 inhibition reduces 
endogenous EET production and therefore increases TP-receptor responses, whereas inhibition 
of sEH increases endogenous EET bioavailability and therefore reduces reactivity to U-46619. 
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3) RÉSULTATS COMPLÉMENTAIRES (Analyse des effets de l'AR 9273-08 en 
collaboration avec Arête Therapeutics) 
Un projet connexe a été réalisé en collaboration avec les Dr Wang et Dr Mclntyre 
de la compagnie Arête Therapeutics basée en Californie, de Novembre 2009 à 
février 2010. Le but de ce projet était de déterminer les effets d'un nouvel 
inhibiteur sélectif de la sEH dans les artères pulmonaires humaines dans le but 
d'analyser si l'inhibition de la sEH pourrait s'avérer une voie de traitement contre 
l'hypertension pulmonaire. Les principaux objectifs étaient de : 
• Réaliser une série de tests pharmacologiques avec l'inhibiteur AR 9273-08 afin de 
détecter un effet physiologique éventuel sur la tension de base des artères 
pulmonaires. 
• Vérifier si l'inhibition de la sEH par l'AR 9273-08 permettait de réduire la réactivité 
des artères pulmonaires à l'U-46619, un analogue du TXA2. 
• Évaluer l'effet de l'inhibiteur AR 9273-08 sur la sensibilité au Ca2+ des artères 
pulmonaires perméabilisées à la P-escin. 
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a. Matériels et méthodes 
Culture et préparation des tissus: Les échantillons tissus pulmonaires humains étaient 
récupérés dans une solution froide de Krebs et préparés comme indiqué dans la partie 
«Materials and Methods» du manuscript. Des anneaux bronchiques ainsi que des 
anneaux d'artèrioles pulmonaires étaient disséquées et utilisées la même journée pour 
des tests de réactivité à des agonistes pharmacologiques. Des anneaux de trachée de 
cobaye ont été récupérés et gardés en culture pendant 72 heures en absence de 
traitement (condition contrôle) ou en présence de 1 yM d'AR 9273-08. 
Mesures de tension mécanique: Les effets induits par l'ajout de différents agonistes 
pharmacologiques sur les tissus pulmonaires humains et de cobaye étaient mesurés 
avec un système de transducteurs (Radnoti Glass Tech., Monrovia, CA) couplé au 
logiciel Polyview (Grass-Astro-Med Inc, West Warwick, RI) pour faciliter l'acquisition des 
données et l'analyse. 
b. Résultats 
Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM (erreur standard de la moyenne), avec le 
n indiquant le nombre d'expériences. Les analyses statistiques sont faites avec le test t 
de Student. Les résultats étaient considérés significatifs lorsque p<0.05. Sigma Plot 9.0 
(SPSS-Science, Chicago, IL) a été utilisé pour déterminer les valeurs d'ICso. 
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1) Effet de l'AR 9273-08 sur le tonus de base des artères pulmonaires humaines. 
Les artères pulmonaires humaines fraichement isolées de résections pulmonaires 
étaient montées dans des bains d'organes isolés remplis de solution de Krebs-HEPES 
maintenue à 37 degrés Celsius et bullée avec de l'air (21 % 02) afin d'atteindre une 
pression partielle artérielle physiologique en oxygène de 100 mmHg. Les artères étaient 
soumises à une tension de base de 0.6 g. Après une période d'équilibration de 30 
minutes, la viabilité des fibres musculaire étaient systématiquement testé avec du Krebs 
modifié contenant une concentration de 80 mM de KCI. Par la suite, la réactivité des 
artères pulmonaires à des stimuli pharmacologiques, était testée avec 1 de 
sérotonine (5-HT), un neurotransmetteur impliqué dans l'activation de la machinerie 
contractile des muscles lisses via les récepteurs 5-HTA et 5-HTB. Après une période de 30 
minutes de lavages, des ajouts de concentrations croissantes d'AR 9273-08 (10 nM, 30 
nM, 100 nM et 1 nM) ont été fait sur le tonus de base des artères pulmonaires viables et 
réactives. L'analyse quantitative de cette expérience montre qu'il n'y avait aucun effet 
significatif sur le tonus de base suite à l'inhibition de la sEH intracellulaire par 
l'inhibiteur AR 9273-08 dans les artères pulmonaires humaines (Figure 14 A). 
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Figure 14 : Effet de l'AR 9273-08 sur le tonus de base et sur la réactivité è 30 nM d'U-46619 dans les 
artères pulmonaires humaines 
A. Les histogrammes représentent la tension moyenne induite par 80 mM de KCI, 1 nM de 5-HT et celles 
enregistrées à différentes concentrations d'AR 9273-08 sur le tonus de base. Les résultats montrent 
l'absence d'effet de l'AR 9273-08 sur le tonus de base artériel. 
B. Des ajouts de concentrations croissantes d'AR 9273-08 ont été faits sur les artères pre-contractées avec 
30 nM de U-46619. Une inhibition partielle de 20 % était quantifiée en présence d'AR 9273-08 avec une 
ICso de 0.2 |iM. 
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2) Effet de l'AR 9273-08 sur la tension mécanique induite pharmacologiquement sur les 
artères pulmonaires humaines. 
Nous avons d'abord étudié l'effet de l'AR 9273-08 sur la contraction des artères 
pulmonaires induit par 30 nM d'U-46619. Des concentrations croissantes d'inhibiteur 
(30 nM, 100 nM, 300 nM, 1 ^M et 3 ^M) ont été ajoutées sur le tonus actif des artères 
induit par l'U-46619. La figure 14 B montre que l'ajout de l'inhibiteur sur le tonus actif 
induit une très faible relaxation (20 %) sur les artères pulmonaires préalablement 
contractées par l'agoniste des récepteurs TP. 
Nous avons ensuite évalué l'efficacité d'un traitement aigu sur la contraction induite par 
la 5-HT dans les artères pulmonaires. Après un test de référence avec 1 (iM de 5-HT, les 
tissus étaient pré-incubés avec 1 nM d'AR 9273-08 avant d'être à nouveau stimulés avec 
la même concentration de 5-HT, tel qu'illustré sur les figures 15A, 15B et 15C. L'analyse 
quantitative (Figure 15D) de cette expérience montre que le traitement aigu avec l'AR 
9273-08 n'a eu aucun effet sur la tension induite par la stimulation des artères 
pulmonaires avec la 5-HT. 
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Figure 15 : Réactivité d'une série d'artères pulmonaires au KCI et à la 5-HT avant et après un 
prétraitement au AR 9273-08 
A., B. et C. représentent les illustrations des tests au KCI 80 mM et à 1 de 5-HT avant (B) et 
après (C) un traitement aigu avec l'AR 9273-08. D. Analyse quantitative des contractions induites 
par 80 mM de KCI et la 5-HT en absence puis en présence de 1 jiM d'AR 9273-08. Les résultats 
révèlent qu'il n'y a pas d'effet du prétraitement à l'AR 9273-08. 
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B) Effet d'un traitement aigu au AR 9273-08 sur la relaxation induite par le 17,18-EpETE 
Nous avons voulu tester l'effet de l'inhibition de la sEH par l'AR 9273-08, en traitement 
aigu, sur la relaxation induite par le 17,18-EpETE, un dérivé époxydé de l'acide 
éicosapentaénoïque (EPA) sur les artères pulmonaires. Les propriétés anti-
inflammatoires de l'EPA sont bien connues (Li et al., 2005) et Morin et al. ont démontré 
en 2009 que les dérivés époxydés de cet u>3 possédaient une action relaxante sur les 
artères pulmonaires. De plus, il a été démontré que le 14,15-EET possède une action 
contracturant sur les muscles lisses des artères pulmonaires (Zhu et al.. 2000). Ces 
éléments justifient donc l'utilisation du 17,18-EpETE au lieu du 14,15-EET dans les 
artères pulmonaires. Après des tests de viabilité avec 80 mM de KCI et avec 1 jiM de 5-
HT (Figures 16A et 16B), les artères pulmonaires ont été pré-contractées avec 30 nM 
d'U-46619 pendant 15 minutes puis relaxées avec 1 jiM de 17,18-EpETE en absence puis 
en présence de 1 de l'inhibiteur AR 9273-08 (Figures 16C et 16D). L'analyse 
quantitative des réponses obtenues dans ces conditions expérimentales (Figure 16E) 
montre que le traitement aigu avec l'inhibiteur de sEH tend à diminuer la tension 
mécanique induite par l'U-46619, mais pas de manière significative. 
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Figure 16 : Effet d'un traitement aigu à l'AR 9273-08 sur la tension développée en présence de 
l'U-46619 et sur les relaxations induites par le 17,18-EpETE 
A. et B. Illustrations de la contraction induite par 80 mM de KCI et 1 de 5-HT respectivement. 
C. et D. Illustrations de la relaxation induite par 1 jaM de 17, 18-EpETE des artères pré-
contractées avec 30 nM d'U-46619 (L= lavage). E. Analyse quantitative des réponses mécaniques 
dans les différentes conditions expérimentales illustrées. Les résultats montrent que le 
prétraitement à l'AR 9273-08 réduit partiellement la tension induite par l'U-46619 mais 
n'augmente pas l'effet relaxant du 17,18-EpETE, un époxyéicosanoïde dérivé de l'EPA, un a>3. 
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4) Effet d'un traitement chronique de 24 h avec 1 nM d'AR 9273-08 sur la sensibilité au 
Ca2+ des artères pulmonaires humaines. 
Les anneaux d'artères pulmonaires ont été traités pendant 24 h en culture avec 1 
d'AR 9273-08. Les tests de viabilité avec 80 MM KCI et 1 JJ.M 5-HT ont été effectués dans 
les bains d'organes isolés suite à ce traitement. Par la suite, les tests de sensibilité au 
Ca2+ libre intracellulaires des fibres musculaires lisses ont été réalisés. Les cellules 
musculaires lisses des artères ont d'abord été perméabilisées avec une solution de (3-
escin afin de créer des pores au niveau de la membrane cellulaire des cellules 
musculaires lisses. Les artères ont par la suite été incubées avec 1 jaM d'Ionomycine 
pour perméabiliser et vider les stocks intracellulaires de Ca2+ et ainsi de contrôler la 
concentration intracellulaire de Ca2+ libre. On remarque que la courbe de concentration-
réponse des artères traitées avec l'AR 9273-08 est déplacée vers la droite, avec une EC50 
apparente pour le Ca2+ de 2.05 fiM comparé à la courbe des artères non traitées 
(contrôle) dont l'ECso est de 0.42 (Figure 17). Le déplacement de la courbe vers la 
droite signifie que pour obtenir un niveau équivalent de contraction entre les tissus 
contrôle et traités, une concentration supérieure de Ca2+ est nécessaire dans les tissus 
traités. Ces résultats montrent qu'un traitement à long terme avec l'inhibiteur de sEH, 
l'AR 9273-08, permet de modifier la sensibilité au Ca2+ des muscles lisses des artères 
pulmonaires humaines. 
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Figure 17 : Mesure de tension en fonction du Ca2+ libre sur des artères pulmonaires humaines 
préalablement perméabiiisées à la 0-escin en absence et en présence de l'AR 9273-48 
Analyse quantitative de la tension moyenne développée par des incréments de Ca2+ libre. Les 
artères pulmonaires ont été cultivées pendant 24 h dans du milieu de culture DMEM-F12 en 
absence (CTL) ou en présence d'AR 9273-08. La p-escin a été utilisé pour perméabiliser la 
membrane extracellulaire et l'Ionomycine a été utilisé pour vider les réserves intra-cellulaires 
de Ca2+. Dans les artères contrôle, l'ECso apparente pour le Ca2* libre est de 0.42 tandis que 
pour les artères traitées avec l'AR 9273-08, elle est de 2.05 |iM. Ceci suggère que l'inhibition de 
la sEH résulterait en une diminution de sensibilité au Ca2+ des muscles lisses. 
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5) Effet d'un traitement aigu avec l'AR 9273-08 sur la réactivité des bronches humaines 
Nous avons également analysé l'efficacité de l'inhibiteur AR 9273-08 sur la réactivité à la 
MCh des bronches humaines. Après une période d'équilibration de 30 minutes et un 
test de viabilité avec 1 jaM de MCh, les bronches ont été pré-contractées avec 1 fiM de 
MCh pendant 10 minutes puis relaxées avec 1 (AM de 14,15-EET en absence ou en 
présence de 1 d'AR 9273-08. La relaxation induite par l'ajout d'EET, en présence de 
l'inhibiteur de la sEH, tend à être amplifiée par rapport à l'effet obtenu en absence 
d'inhibiteur. Cependant l'analyse statistique démontre que l'amplitude des relaxations 
moyennes n'est pas significativement différente de celle mesurée en condition contrôle 
(Figure 18). 
55 
p<0.05 
0.4 i Traitement aigu 
avec 1pM d'AR 9273-08 
Figure 18 : Effet d'un traitement aigu avec l'AR 9273-08 sur la réactivité des bronches 
humaines 
Analyse quantitative de la contraction des bronches humaines avec 1 jaM de MCh puis des 
tensions résiduelles induite par 1 (iM de 14,15-EET avant et après un prétraitement avec 1 fiM 
d'AR 9273-08. Les résultats montrent une tendance à augmenter le pouvoir relaxant du 14, 15-
EET en présence du nouvel inhibiteur de sEH. 
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6) Effet d'un traitement prolongé avec l'AR 9273-08 sur la réactivité contractile des 
trachées de cobaye 
Morin et al. a démontré que les trachées de cobayes deviennent hyperréactives au bout 
de 3 jours de culture sans traitement (Morin et al.. 2005). Nous avons donc voulu testé 
l'effet d'un traitement prolongé avec l'inhibiteur AR 9273-08 sur la réactivité à la MCh et 
au U-46619 des trachées de cobayes mises en culture pendant 3 jours. Après un premier 
test de viabilité avec 1 de MCh, les trachées étaient contractées avec 1 de MCh 
pendant 10 minutes puis relaxées avec 1 de 14,15-EET. L'hyperréactivité des 
trachées de cobayes est illustrée par l'augmentation de la tension induite par la MCh 
entre les trachées natives (barre blanche) et les trachées cultivées non traitées 
(contrôle : barres noires). Après une période de 30 minutes de lavages, les trachées 
contrôle et traitées ont été pré-contractées avec 30 nM d'U-46619 pendant 15 minutes 
puis relaxées avec la même concentration de 14,15-EET. Cependant l'analyse statistique 
démontre qu'il n'y a pas de différence significative au niveau de la tension développée 
entre les trachées de cobaye contrôle et les trachées traitées. Ces résultats démontrent 
que le traitement prolongé des trachées de cobaye avec l'AR 9273-08 ne provoque pas 
de différence de réactivité au 14,15-EET entre les deux lots de trachées. Ces résultats 
démontrent également un manque de sensibilité aux EET endogènes puisque l'effet 
anti-inflammatoire de ceux-ci n'a pas prévenu l'entrée en hyperréactivité des tissus de 
cobayes (figure 19). 
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Figure 19 : Effet d'un traitement chronique de 3 jours avec I'AR 9273-08 sur la réactivité 
des trachées de cobaye 
Analyse quantitative des changements de tension développée par les trachées de cobayes 
suite à un traitement chronique de 72 h avec I'AR 9273-08 sur la réactivité à la MCh et à 
l'U-46619 et sur la relaxation avec le 14, 15-EET. Les trachées de cobayes deviennent 
hyperactives après 3 jours de cultures (barre blanche/barres noires). Les résultats montrent 
qu'il n'y a aucun effet du traitement chronique avec I'AR 9273-08 sur la réactivité des 
trachées de cobayes. 
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4) DISCUSSION GÉNÉRALE 
a. Synthèse de l'article 
i. Différences inter-espèces quant à la sensibilité aux époxy-éicosanoïdes. 
La majorité des études sur les EET ont été fait sur des tissus vasculaires pulmonaires ou 
coronariens chez le lapin (Stephenson et al.. 2003). le rat (Fang et al.. 1999) et le cobaye 
(Eckman et al.. 1998) en utilisant différents isoformes des EET. De plus, il n'y a eu 
aucune étude comparative entre ces différents modèles et le modèle humain qui 
démontrerait des similarités ou des différences qu'en aux résultats obtenus sur ces 
modèles animaux. L'étude réalisée pour préparer le manuscrit "Improved bioavailability 
of epoxy-eicosatrienoic acids reduces TP-receptor agonist induced tension in human 
bronchi" a permis de caractériser, pour la première fois, la différence de réactivité au 
14, 15-EET dans les tissus pulmonaires bronchiques de différents mammifères : le 
cobaye, le rat, la souris et l'humain. Nous avons déterminé que les tissus humains 
étaient les plus réactifs au 14, 15-EET par rapport aux tissus de souris et aux muscles 
lisses des voies respiratoires des autres rongeurs testés. Les expériences sur les tissus 
provenant des différentes espèces ont été réalisées de la même façon afin d'éviter tout 
biais. Nous supposons qu'il ne devrait pas y avoir de différence au niveau de la 
dégradation des EET exogènes. Cependant, nous n'avons pas refait l'expérience en 
présence d'inhibiteur de sEH pour confirmer cela. De plus, aucun autre groupe de 
recherche n'a publié d'études de comparaison similaires. Dans cette étude, nous avons 
également confirmé l'expression et la localisation de la sEH dans les bronches, 
localisation qui avait été précédemment investiguée par d'autres groupes dans des 
organes différents comme les reins, le foie et le cerveau (Enavetallah et al.. 2004. Zhang 
et al.. 2007). Et nous avons finalement observé que l'augmentation de la biodisponibilité 
des EET endogènes induisait une diminution de la réactivité des récepteurs TP dans les 
tissus bronchiques, un résultat que l'équipe de Behm a observé en 2009 dans les tissus 
vasculaires coronariens de souris (Behm et al.. 2009). 
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ii. Effet relaxant des époxy-éicosanoïdes. 
Les études sur les dérivés époxydés de l'acide arachidonique sont en cours depuis plus 
de 25 ans et malgré cela, nous n'avons toujours pas réussi à prouver l'existence d'un 
récepteur spécifique sur lequel les EET agiraient. Plusieurs hypothèses ont été émises et 
de par leur nature lipidique, on sait que les EET peuvent agir sur les récepteurs PPARy 
pour enclencher des mécanismes anti-inflammatoires (Liu et al.. 2005). Il a aussi été 
démontré que le 14, 15-EET pouvait interagir avec les récepteurs aux prostaglandines 
dans les tissus vasculaires mésentériques de rat (Yane et al.. 2010) et avec les récepteurs 
thromboxane-prostanoïdes dans les tissus vasculaires coronariens murins (Behm et al.. 
2009). En se basant sur les travaux de Behm, nous avons testé l'interaction entre le 14, 
15-EET et le récepteur TP dans les tissus bronchiques humains et murins. Nous avons 
donc analysé l'efficacité d'un traitement aigu des bronches humaines et des trachées de 
souris avec le 14,15-EET sur la réactivité à l'analogue du TXA2, l'U-46619. Ces 2 
molécules possédant une structure similaire (figure 7), il est très possible que le 14,15-
EET interagisse avec le récepteur TP. Dans les travaux de Behm, la concentration de 14, 
15-EET utilisé pour les pré-incubations était de 10 |iM, une concentration dix fois 
supérieure à la concentration maximale que nous utilisons. Ils ont déterminé que la 
valeur de la pA2, la concentration de l'antagoniste lorsqu'il faut mettre 2 fois plus 
d'agonistes pour obtenir le même effet en absence d'antagoniste, avec 14,15-EET était 
de 5.89, ce qui équivaut à une concentration de 1.3 yM tandis que la concentration des 
EET dans le plasma est de 106 ng/ml (330 nM) et dans les globules rouges de 33 ng/ml 
(100 nM) (Goulitauer et al.. 2008). Cela indique donc que même si les EET peuvent 
interagir avec les récepteurs TP, il faudrait considérablement augmenter leur 
concentration pour que l'effet inhibiteur puisse prendre de l'importance. En conjecture 
avec la littérature, notre étude démontre donc que cette interaction entre le 14,15-EET 
et les récepteurs TP est un effet concentration-dépendant et il est également retrouvé 
dans les muscles lisses bronchiques humains et dans les muscles lisses trachéaux 
murins. Le mode d'interaction du 14,15-EET avec le récepteur TP n'a cependant pas été 
étudié en détail. L'interaction en le 14,15-EET avec le récepteur TP peut être de type 
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compétitif sur le site de liaison du TXA2 ou alors l'interaction se ferait sur un site 
allostérique. Les mécanismes restent jusqu'à ce jour mal compris. 
iii. Contrôle de la broncho-constriction par les inhibiteurs de sEH. 
Comme développé précédemment, l'effet inhibiteur du 14, 15-EET est un effet 
concentration-dépendant et les niveaux endogènes sont bien trop bas pour déclencher 
cet effet. Afin d'augmenter les concentrations endogènes des EET, nous avons pris pour 
cible l'enzyme responsable de leur dégradation, la sEH. Nous avons donc déterminé 
l'effet d'un traitement chronique de 48 h sur des bronches humaines avec un inhibiteur 
de sEH, le t-AUCB (Chaudharv et al.. 2010). La tension développée par le U-46619 dans 
les bronches traitées avec l'inhibiteur de sEH est significativement inférieure à celle 
développée dans les bronches contrôle. Cet état de fait s'expliquerait par 
l'augmentation du niveau endogène d'EET en assumant une production constitutive 
suite à l'inhibition de leur dégradation. Ces données appuient l'hypothèse que les EET 
pourraient intéragir avec la liaison du TXA2 sur son site de liaison de haute affinité sur le 
récepteur TP (Behm et al.. 2009). Cependant, contrairement à nos attentes, l'ajout de 
14, 15-EET exogène durant un traitement de 48 h avec l'inhibiteur de sEH, le t-AUCB, 
n'amplifie pas la diminution de réactivité à l'analogue du thromboxane A2 induite 
préalablement par l'augmentation d'EET endogènes. L'hypothèse que nous posons est 
que les EET exogènes possiblement liés aux récepteurs TP sur les muscles lisses sont 
lavés lors des périodes d'équilibration et de lavages précédant les tests 
pharmacologiques (Morin et al.. 2007a). Un moyen de tester cette hypothèse serait de 
faire le traitement en utilisant du 14, 15-EET radioactif, marqué au 14C. Il faudrait 
recueillir les solutions de lavages durant toute la durée de l'expérience et vérifier la 
fluctuation de la radioactivité. Les principales limitations de cet essai seraient 
majoritairement la contamination de l'appareillage utilisé pour les mesures de tension 
par la radioactivité. Alternativement, des expériences de déplacements de ligand sur des 
récepteurs TP isolés pourraient être faites en pré-incubant d'abord avec du 14,15-EET 
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marqué au 14C puis en le déplaçant par des incréments d'U-46619 non marqué, 
l'analogue du TXA2. 
iv. Rôle de la CYP450 dans les muscles lisses bronchiques. 
Après avoir évalué l'implication de l'augmentation de la concentration endogène d'EET 
sur la diminution de la réactivité des muscles lisses au TXA2, nous avons voulu vérifier 
que l'effet inhibiteur observé était bien due à la présence d'EET. Nous avons donc vérifié 
l'effet de l'inhibition de l'enzyme responsable de la production des EET, la CYP450 
époxygénase (Zeldin et al.. 1996). suite à ces traitements aigus. La réactivité des 
bronches humaines au U-46619 était systématique évaluée. Lorsque la production d'EET 
endogènes est inhibée, il y a une augmentation significative de la tension induite par l'U-
46619. Ce résultat prouve que la biodisponibilité des EET est importante pour le 
contrôle de la contraction bronchique induite par l'activation des récepteurs TP qui sont 
connus pour augmenter la sensibilité de la machinerie contractile au Ca2+ (McKenzie et 
al.. 2009). En plus de l'effet d'interaction négative des EET sur le récepteur TP, des 
interactions avec les canaux K* BKQ, et KATP pourraient conduire à leur activation, ce qui 
pourraient faciliter la relaxation des muscles lisses bronchiques (Ye et al.. 2006. Kaspera 
and Totah. 2009). En effet, le 14,15-EET est connu pour ses effets hyperpolarisants au 
niveau des membranes cellulaires musculaires lisses de bronches (Morin et al.. 2007a). 
Cela va empêcher l'activation des canaux Ca2+ voltage-dépendants (VGCC) et ainsi 
diminuer l'entrée de Ca2+ dans la cellule musculaire lisse et ainsi favoriser le mécanisme 
de relaxation. 
v. Contrôle des spasmes bronchiques par les acides époxy-éicosatriénoïques. 
Nous avons fait une observation intéressante durant les séries d'expériences 
précédentes. Les anneaux bronchiques humains utilisés présentaient des activités 
contractiles spontanées. Ceci pourrait possiblement être dû aux variations de Ca2+ libre 
intracellulaire dans les muscles lisses. Ces oscillations causées par un changement du 
tonus de base apparaissent dès les premiers lavages durant la période d'équilibration et 
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sont souvent exacerbées suite aux tests pharmacologiques avec de la MCh ou du U-
46619. Nous avons remarqué que l'ajout de 14, 15-EET en présence d'un inhibiteur de 
sEH permettait de réduire totalement ces activités spontanées. Comme mentionné 
ultérieurement, la concentration endogène d'EET dans le plasma est relativement faible 
(330 nM) (Goulitauer et al.. 2008). En présence d'un inhibiteur de sEH seul, 
l'augmentation de la concentration endogène des EET, à court terme, n'est pas 
suffisante pour permettre la régulation de ces spasmes bronchiques, d'où la nécessité 
d'ajouter du 14,15-EET endogènes. De plus il est à noter que le rôle de l'inhibiteur de 
sEH est d'augmenter la biodisponibilité des EET en augmentant leur durée de vie, par 
l'inhibition de la sEH qui les dégrade (Yu et al.. 2000). L'augmentation de la 
biodisponibilité des EET endogènes ainsi que l'ajout d'EET exogène diminue la sensibilité 
au Ca2+ des myofilaments (Morin and Rousseau. 2007). de plus elle permet l'activation 
des BKca qui tendent à hyperpolariser la membrane des cellules musculaires lisses 
(Morin et al.. 2007a). Cette hyperpolarisation contribue à minimiser et à arrêter les 
activités contractiles spontanées observées dans les explants bronchiques humains, en 
diminuant l'entrée de Ca2+ dans les cellules musculaires lisses. 
b. Discussion des résultats obtenus avec l'AR 9273-08, un nouvel inhibiteur de 
sEH. 
i. Effet de l'AR 9273-08 sur le tonus de base des artères pulmonaires. 
Plusieurs éicosanoïdes sont connus pour modifier le tonus de base des muscles lisses. 
Dans les muscles lisses vasculaires des artères pulmonaires, les EET causent une 
augmentation du tonus de base, tandis que le 17,18-EpETE, un époxy-éicosanoïde, 
dérivé de l'oméga-3 EPA, induit une hyperpolarisation de la membrane des cellules 
musculaires lisses, ce qui va permettre une diminution du tonus de base. L'AR 9273-08 
est un nouvel inhibiteur sélectif et non toxique de la sEH synthétisé par la compagnie 
Arête Thérapeutics. Afin de déterminer son efficacité et sa probable utilité comme 
agent thérapeutique dans le traitement de l'hypertension pulmonaire, nous avons testé 
ses effets sur le tonus de base (0.6 g) appliqué à des artères pulmonaires fraichement 
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disséquées. Comme on s'y attendait, l'ajout d'AR 9273-08 n'a eu aucun effet sur le 
tonus de base des artères pulmonaires. Ces données sont semblables à celles obtenus 
sur le tonus oscillatoires des bronches, qui montrent que l'inhibition de la sEH et donc 
possiblement l'augmentation endogène et à court terme des époxy-éicosanoïdes n'est 
pas suffisante pour avoir un impact sur le tonus de base des muscles lisses. De plus, ce 
résultat est appuyé par les travaux de Keseru et Fleming en 2009 dans lesquels ils ont 
montré que des traitements chroniques de 21 jours à 4 mois avec d'autres inhibiteurs 
de sEH n'affectaient ni la pression alvéolaire des poumons de souris, ni la 
muscularisation des vaisseaux sanguins de ces mêmes animaux (Keseru et al.. 2010). 
Pour influencer le tonus de base, il serait nécessaire d'avoir un apport exogène d'époxy-
éicosanoïdes puisque la concentration endogène est trop basse pour observer un effet. 
ii. Efficacité du traitement à l'AR 9273-08 sur la réactivité des artères pulmonaires à l'U-
46619. 
Notre hypothèse était de démontrer que la diminution du tonus de base des artères 
pulmonaires était due à l'hyperpolarisation causée par l'activation des canaux BKQ, 
induite par l'augmentation de la biodisponibilité des EET et éventuellement des EpETE 
suite à un traitement avec l'inhibiteur de sEH (Morin et al.. 2009). Pour cela, nous avons 
testé l'effet de l'ajout incrémentiel de l'AR 9273-08 sur le tonus actif des artères 
pulmonaires, suite à l'activation des récepteurs TP par l'U-46619. L'effet obtenu est une 
diminution minime de la tension des artères pulmonaires. Nos données montrent que 
les époxy-éicosanoïdes pourraient potentiellement compétitioner l'analogue du TXA2 
sur le récepteur TP malgré leur moins bonne affinité pour le récepteur TP comparé aux 
agonistes spécifiques de ce récepteur (Behm et al.. 2009). Cependant, les derniers 
travaux de l'équipe de Fleming ont démontré que l'inhibition de la sEH, donc 
l'augmentation de la biodisponibilité des EET peut augmenter la contraction des artères 
pulmonaires puisque celles-ci se contractent en présence de 11,12-EET (Revermann. 
2010). Ce mécanisme de contraction serait dû à la translocation des canaux TRPC6 à la 
membrane cellulaire, qui permettent l'entrée de Ca2+ dans la cellule, ce qui va favoriser 
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l'activation et le maintien de la machinerie contractile (Fleming et al.. 2007). Ces 
évidences peuvent expliquer la raison pour laquelle l'ajout d'AR 9273-08 ne permettrait 
pas une diminution plus prononcée du tonus actif induit. Afin de promouvoir 
l'augmentation endogène des EpETE, il serait nécessaire de supplémenter les tissus en 
EPA afin de permettre la conversion de celui-ci en EpETE par l'action des CYP450 
époxygénases. 
iii. Conséquences du traitement à l'AR 9273-08 sur la réactivité à la 5-HT. 
Afin de tester l'effet de l'augmentation de la quantité d'époxy-éicosanoïdes endogènes 
sur la tension induite dans les artères pulmonaires par la sérotonine, un puissant agent 
vaso-constricteur, nous avons testé l'efficacité d'un traitement aigu avec l'AR 9273-08 
de sEH sur la réactivité des artères pulmonaires. En effet, il est connu que les époxy-
éicosanoïdes permettent l'activation des canaux BKr, (Morin et al.. 2009) et/ou KATP (Ye 
et al.. 2006). et produisent une hyperpolarisation qui facilite l'inactivation des canaux 
calciques de type VOCC (voltage-operated calcium channel) (McKenzie et al.. 2010). Nos 
données montrent cependant que la présence de l'AR 9273-08 n'affecte pas la tension 
induite par la 5-HT. Aucune étude ne mentionne la possible intéraction entre les époxy-
éicosanoïdes et les récepteur à la 5-HT et de plus, il serait possible qu'un traitement aigu 
avec l'AR 9273-08 ne serait pas suffisant pour permettre une augmentation significative 
de la biodisponibilité des EET ou des EpETE, les époxy-éicosanoïdes dérivés de l'EPA 
puisque que ce dernier n'est pas synthétisé par les tissus humains. Cependant, ce n'est 
qu'une hypothèse qu'il serait intéressant à vérifier. Il serait nécessaire d'ajouter de l'EPA 
au traitement des artères pulmonaires afin de permettre la synthèse endogène d'EpETE, 
dont l'ajout exogène hyper-polarise les membranes des cellules des muscles lisses 
(Morin et al.. 2009). 
iv. Diminution de l'activité de la sEH in vitro par l'AR 9273-08. 
Comme nous l'avons montré précédemment, le traitement chronique de bronches 
humaines avec un inhibiteur de sEH permet de modifier leur réactivité à l'agoniste du 
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récepteur TP. Nous donc voulu testé, en traitement chronique, l'effet de l'AR 9273-08 
sur la tension induite par l'activation du récepteur TP dans les artères pulmonaires 
humaines ainsi que la relaxation induite par le 17, 18-EpETE. Comme attendu,le 
traitement avec l'AR 9273-08 a permis de réduire la tension induite par l'agoniste du 
récepteur TP, l'U-46619. Cependant, la présence de l'inhibiteur de sEH n'a pas aidé à 
d'amplifier la relaxation induite par l'ajout de 17,18-EpETE éxogène. Cela est 
probablement dû à l'augmentation des EET endogènes qui pourraient agir en aval dans 
la cascade de signalisation des récepteurs cibles des EpETE. Il a été décrit que l'inhibition 
de la sEH dans le système vasculaire provoque l'activation de la synthase d'oxyde 
nitrique (eNOS) et donc la production d'oxyde nitrique, un puissant agent relaxant dans 
le système vasculaire (Hercule et al.. 2009. Revermann. 2010). Cela va permettre une 
diminution de la tension induite par l'activation des récepteurs TP dans les artères 
pulmonaires. De plus, les éicosanoïdes peuvent interagir avec les récepteurs TP et 
compétitioner la liaison de l'analogue du TXA2 sur son récepteur (Behm et al- 2009). 
Lors de l'ajout du 17, 18-EpETE, la diminution de la tension obtenue est due à 
l'activation des canaux BKCA (Morin et al.. 2009) et KATP (Ye et al- 2006). ainsi qu'à la 
production de NO par la NO Synthase endothéliale (eNOS) (Hercule et al.. 2009). 
Cependant, en présence de l'inhibiteur de sEH, l'absence d'amplification de relaxation 
par le 17, 18-EpETE pourrait s'expliquer par la dégradation spontanée du groupement 
époxy- qui est un groupement très peu stable. Il serait aussi possible qu'il y ait une 
accumulation d'EET, en particulier le 11,12-EET, qui ont un effet relaxant sur les artères 
coronaires (Zou et al.. 2001) mais contracturant dans les artères pulmonaires (Zhu et al.. 
2000). Leur présence pourrait s'opposer à l'effet relaxant du 17, 18-EpETE récemment 
rapporté (Morin et al„ 2009). 
j 
v. Modification de la sensibilité au Ca2+ par un traitement chronique avec l'AR 9273-08. 
L'élément clé dans les mécanismes de contraction est la présence de Ca2+ qui va 
permettre l'activation de la machinerie contractile. Il a été décrit que les époxy-
éicosanoïdes, notamment les EET, pouvaient affecter la sensibilité au Ca2+ de la 
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machinerie contractile dans les bronches humaines (Morin and Rousseau. 2007). Morin 
et al. ont également décrit que le 17,18-EpETE pouvait aussi diminuer la sensibilité au 
calcium des myofilaments des muscles lisses artériels (Morin et al- 2009). En se basant 
sur ces données, nous avons donc essayé de réguler la machinerie contractile par 
l'augmentation endogène de 17, 18-EpETE. Nous avons donc déterminé l'effet d'un 
traitement chronique de 24 h avec l'inhibiteur AR 9273-08 sur la sensibilité au Ca2+ libre 
des muscles lisses des artères pulmonaires humaines. Comme attendu, les artères ayant 
subi le traitement sont devenues nettement moins sensibles au Ca2+ libre 
comparativement aux artères non traitées. Le résultat obtenu va dans le même sens que 
les publications citées et montre que l'inhibition chronique de la sEH par l'AR 9273-08 
engendre une diminution de la sensibilité au Ca2+ des muscles lisses des artères 
pulmonaires. L'effet de désensibilisation au Ca2+ passe probablement par l'interaction 
des époxy-éicosanoïdes avec la voie des Rho-kinases et/ou celle de la CPI-17, deux 
protéines susceptibles de moduler la sensibilité de la machinerie contractile au Ca2+ et 
qui sont impliqués dans la cascade d'activation du récepteur TP (Morin et al.. 2008). 
vi. Efficacité des traitements avec l'AR 9273-08 sur la réactivité des tissus bronchiques et 
trachéaux. 
Puisque l'AR 9273-08, semble être efficace quant à l'inhibition de la sEH et la régulation 
de la sensibilité au Ca2+ dans les artères pulmonaires, nous avons tenté de déterminer 
son effet dans les bronches humaines. Un traitement aigu avec l'AR 9273-08 sur la 
réactivité à la MCh des bronches humaines a été testé et nous avons déterminé que la 
présence de cet inhibiteur de sEH n'a aucun effet sur la tension induite par la MCh. 
Cependant, la présence de l'inhibiteur de sEH permet une légère augmentation de la 
relaxation au 14,15-EET des bronches humaines mais le résultat non significatif obtenu 
est due au faible nombre d'expériences ainsi qu'à une grande dispersion des valeurs 
brutes. Il est très probable que ce résultat soit dû au fait qu'il y aurait très peu d'EET 
endogènes produits par les CYP450 époxygénases (Larsen et al.. 2006. Morin et al.. 
2007b) probablement à cause d'un manque de biodisponibilité d'acide arachidonique, le 
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précurseur des éicosanoïdes de type oméga-6. Il faudrait donc utiliser un inhibiteur de 
COX afin d'augmenter la biodisponibilité de l'acide arachidonique pour son époxydation 
en EET par les CYP450 époxygénases (Corriveau et al.. 2010). Il a déjà été montré que 
l'ajout d'EET exogène, sur la contraction à la MCh, provoque une hyperpolarisation 
suffisante pour permettre une relaxation partielle mais significative des bronches 
humaines (Morin et al.. 2007a). L'action des EET est très rapide et transitoire et la 
présence d'inhibiteur de sEH permettra d'obtenir une relaxation stable, dû au fait que la 
biodisponibilité des EET serait prolongée. 
Nous avons également testé l'effet d'un traitement chronique de 72 h sur la réactivité à 
la MCh et à l'U-46619 des trachées de cobaye. Ces tissus ont été gardés en culture 
pendant 72 h parce qu'au bout de 3 jours de culture, les trachées de cobaye 
développent une hyperréactivité spontanée à la MCh probablement causée par une 
entrée en inflammation des tissus due possiblement au grand nombre d'éosinophiles 
résidents (Morin and Rousseau. 2006. Morin et al.. 2008). Sachant que les EET ont des 
propriétés anti-inflammatoires (Node et al.. 1999. Morin et al.. 2008). nous avons voulu 
vérifier si l'inhibition chronique de la sEH, donc l'augmentation de la biodisponibilité des 
EET endogènes, pouvait réduire cette hyperréactivité. Les résultats obtenus ne 
montrent cependant aucune différence significative entre les réponses des trachées de 
cobaye traitées avec l'inhibiteur et celles des trachées non traitées. Le manque d'effet 
du traitement sur le cobaye serait très probablement à mettre en relation avec le 
manque de sensibilité des tissus de cobaye au 14,15-EET par rapport au tissus humains 
tel que démontré dans la figure 8 du manuscrit. 
5) CONCLUSION 
Ce travail a permis d'étudier les conséquences fonctionnelles de l'inhibition d'une 
enzyme, l'époxyde hydrolase soluble qui est responsable de la dégradation des dérivés 
époxydés, ce qui limite leur biodisponibilité, et leurs actions au niveau des muscles lisses 
dans le poumon humain. Au cours de ce projet, j'ai déterminé que les bronches 
humaines étaient plus réactives au 14, 15-EET que les tissus des voies aériennes de 
68 
souris, de rat et de cobayes. Cela justifiait donc l'utilisation prioritaire de tissus humains 
pour le projet. L'obtention des tissus humains a été possible grâce à la collaboration 
établie avec les Drs Marco et Chantai Sirois du Service de Chirurgie Thoracique et du Dr 
Roula Albadine du département de Pathologie. J'ai également montré que le 14,15-EET 
pouvait interagir avec le récepteur au thromboxane A2, le récepteur TP, et prévenir 
partiellement la contraction induit par l'activation de ce dernier. De plus, j'ai pu 
démontrer que l'inhibition de la sEH, réduisait la contraction induite par l'activation du 
récepteur TP, alors que l'inhibition des CYP450 époxygénases (enzymes responsables de 
la formation des EET) tend à augmenter la réactivité à l'analogue du TXA2. En absence 
d'identification du récepteur spécifique des EET, mes travaux montrent donc une 
interacion fonctionnelle des EET, plus particulièrement du 14,15-EET, pour le récepteur 
TP. 
Dans le cadre d'un projet complémentaire, j'ai travaillé avec une autre substance décrite 
comme un bon inhibiteur de la sEH, produit par la compagnie Arête Therapeutics. Au 
cours de ce projet, j'ai pu analyser les effets de cet inhibiteur de sEH dans différentes 
conditions. J'ai montré que l'AR 9273-08 n'avait aucun effet sur le tonus de base des 
artères pulmonaires, ni sur la contraction induite par la sérotonine. J'ai également 
prouvé que l'inhibition de la sEH par l'AR 9273-08 provoquait une diminution de la 
réactivité des artères pulmonaires au U-46619, l'analogue du TXA2 qui active le 
récepteur TP. L'augmentation de la biodisponibilité des EET endogènes permet donc 
une diminution de la sensibilité des cellules musculaires lisses aux agonistes des 
récepteurs TP. Enfin, j'ai démontré qu'un traitement chronique avec cet inhibiteur de 
sEH, l'AR 9273-08, permettait de diminuer la sensibilité des muscles lisses des artères 
pulmonaires humaines au Ca2+ intracellulaire libre. 
6) PERSPECTIVES 
À la lumière de ces résultats et de ceux de la littérature récente, je peux concevoir que 
la sEH est une cible thérapeutique potentiellement intéressante car son inhibition 
permet l'augmentation de médiateurs lipidiques anti-inflammatoires et broncho-
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relaxants, synthétisés de manière endogène. L'utilisation d'inhibiteurs spécifiques 
pourrait aider dans le traitement des maladies pulmonaires comme l'asthme et 
éventuellement pour lutter contre l'hypertension pulmonaire primaire à condition 
d'apporter un supplément d'EPA afin de favoriser l'augmentation de la biodisponibilité 
des EpETE, qui possèdent des effets anti-inflammatoires et hyperpolarisants. 
Pour la suite du projet, il serait intéressant d'évaluer la réactivité des bronches 
humaines suite à l'inhibition de la sEH à l'aide de siRNA spécifique. Cela permettrait de 
confirmer la spécificité des résultats obtenus avec les différents inhibiteurs utilisés. Il 
serait également intéressant d'analyser les effets anti-inflammatoires des traitements 
chroniques avec les inhibiteurs de sEH, par des techniques biochimiques et de biologie 
moléculaire. Enfin, il serait très pertinent d'analyser le potentiel membranaire des 
cellules musculaires lisses des bronches lorsque qu'elles sont traitées avec les 
inhibiteurs de sEH afin d'observer l'éventuelle hyperpolarisation de la membrane 
cellulaire causée par l'augmentation du niveau d'EET endogènes. 
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